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Riassunto 
Come risaputo, le attività antropiche contribuiscono all’emissione di gas serra, 
prevalentemente anidride carbonica (CO2), metano (CH4) e protossido di azoto (N2O), che 
causano la modificazione della composizione dell’atmosfera terreste. 
Il settore zootecnico ha un ruolo rilevante per quanto riguarda le emissioni di metano 
(28% delle emissioni totali) e di protossido d’azoto (6% delle emissioni totali). In particolare 
le fermentazioni enteriche dei ruminanti contribuiscono per circa l’80% del totale di metano 
emesso in atmosfera. Per questo motivo, negli ultimi anni, le strategie di possibile mitigazione 
delle emissioni di metano hanno suscitato un grande interesse nel settore della ricerca. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di valutare l’effetto di cinque additivi ad azione 
antimicrobica sulle fermentazioni ruminali in vitro, con particolare attenzione riguardo la 
produzione di metano, di una razione commerciale per bovine da latte (proteina grezza= 
15.8% SS, NDF= 36.1% SS, lipidi= 3.3% SS, amido= 27.3% SS). L’esperimento è stato 
condotto utilizzando la strumentazione “AnkomRF Gas Production System”. Questo strumento 
si compone di un kit di bottiglie dotate di un rilevatore interno di pressione.  
I composti utilizzati sono stati un antibiotico (il monensin) e quattro principi attivi, 
estratti da piante diverse: l’allil-sulfide (estratto dell’aglio), la cinnamaldeide (estratto della 
cannella), l’eugenolo (estratto dei chiodi di garofano) e il limonene (estratto degli agrumi). I 
cinque additivi sono stati testati in due differenti dosaggi: 0,015 e 0,030 mg/g di dieta per il 
monensin, e 3 e 30 mg/g di dieta per i quattro estratti vegetali. Per la prova sono state eseguite 
quattro incubazioni della durata di 24 ore ciascuna, utilizzando liquido ruminale fresco 
prelevato da tre bovine di razza Frisona in asciutta.  
In ogni incubazione sono state incubate 39 bottiglie, di cui 30 con le replicazioni per 
ogni additivo e dosaggio (5 additivi x 2 dosaggi x 3 replicazioni), 6 come controllo, senza 
additivo e contenenti solo la dieta, il liquido ruminale ed il tampone (che riproduce la saliva 
dell’animale), e 3 bianchi, contenenti solo il liquido di fermentazione, senza dieta e additivo.  
Al termine di ciascuna incubazione, un campione di gas è stato prelevato dallo spazio di 
testa di ogni bottiglia e successivamente analizzato al gas-cromatografo per determinare la 
concentrazione di metano. Inoltre, i liquidi di fermentazione sono stati analizzati per 
determinare il pH, la concentrazione di azoto ammoniacale, gli acidi grassi volatili (AGV) 
singoli e totali e la degradabilità della fibra NDF e quella “reale” della sostanza secca (TDM). 
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Tutti i dati sono stati analizzati mediante la PROC Mixed (SAS), considerando il trattamento 
(n=11; 5 dosaggi x 2 additivi + gruppo di controllo) come effetto fisso e l’incubazione (n=4) 
come effetto random.  
Nessuno dei 5 additivi considerati ha esercitato effetti al dosaggio basso. L’allil-sulfide, 
ad alto dosaggio, ha determinato una riduzione della produzione totale di gas, di metano, e di 
AGV (P<0.001). Ha inoltre modificato il rapporto tra gli AGV, determinando una riduzione 
dell’acido acetico a favore del propionico (P<0.001). Nessun effetto è stato rilevato sulla 
degradabilità. L’alto dosaggio di cinnamaldeide non ha influenzato la degradabilità e la 
produzione totale di AGV ma, al pari dell’allil-sulfide, ha aumentato l’acido propionico a 
discapito dell’acido acetico (P<0.001). Si è inoltre osservata una riduzione significativa della 
produzione di metano per g di sostanza secca realmente degradata (P<0.05). L’alto dosaggio 
di eugenolo ha evidenziato effetti molto blandi, andando a ridurre esclusivamente i valori di 
degradabilità (P<0.001). Effetti molto più evidenti sono emersi per l’alto dosaggio di 
limonene, che ha determinato un notevole calo di tutti i parametri ruminali considerati 
(degradabilità, produzione di gas, AGV e metano). L’alto dosaggio di monensin, infine, ha 
ridotto la degradabilità (P<0.05), la produzione di gas, di metano, di AGV totali, e la 
proporzione di acido acetico a favore di quella del propionico (P<0.001). Nessuno degli 
additivi usati ha influenzato i valori finali di pH e azoto ammoniacale dei liquidi di 
fermentazione, indipendentemente dal dosaggio.  
Sulla base dei risultati ottenuti, gli effetti migliori si sono visti per la cinnamaldeide, in 
quanto questo additivo ha ridotto il metano senza compromettere la degradabilità e le 
produzione totale di AGV. Nel caso di allil-sulfide, limonene e monensin, l’effetto è stato 
troppo accentuato, in quanto, anche se il metano prodotto è diminuito significativamente, 
sono stati ridotti anche parametri utili come la degradabilità ruminale e la produzione totale di 
AGV. 
I risultati ottenuti sono frutto di studi preliminari condotti in vitro. In futuro occorrerà 
comunque valutare il loro effetto in vivo, la persistenza dell’effetto nel lungo periodo e la 
possibile alterazione delle caratteristiche delle produzioni animali dovuta ad una loro 
trasferimento nel latte o nella carne. 
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Abstract 
Effect of five additives with antimicrobial properties on in vitro rumen 
fermentation and methane production of a commercial diet for dairy cows. 
All human activities contribute to the emission of greenhouse gases, mainly carbon 
dioxide (CO2), methane (CH4) and nitrous oxide (N2O), which cause a change in Earth's 
atmosphere composition. 
The livestock sector plays an important role as regard to methane emissions (28% of 
total emissions) and nitrous oxide (6% of total emissions). In particular, the enteric 
fermentations contribute to about 80% of total methane emitted into the atmosphere. For this 
reason, in recent years, the study of strategies addressed to reduce emission of greenhouse gas 
hasraised an increasing interest. 
Aim of this thesis was to evaluate the effect of five additives with antimicrobial 
properties on in vitro rumen fermentations, with a particular focus on methane production, of 
a commercial ration for dairy cows (crude protein= 15.8% on DM, NDF= 36.1% on DM, 
lipids= 3.3 % on DM, starch= 27.3% on DM). The experiment was conducted using the 
equipment "Ankom
RF
 Gas Production System". This system is made up of a kit of bottles all 
equipped with a pressure detector.  
The compounds used were an antibiotic (monensin) and four active compounds, 
extracted from plants: allyl-sulfide (garlic extract), cinnamaldehyde (cinnamon extract), 
eugenol (cloves extract) and limonene (citrus extract). The five additives were tested at two 
different dosages: 0.015 and 0.030 mg/g diet in the case of monensin, and 3 and 30 mg/g diet 
in the case of four plant extracts. Four incubation runs were performed in four successive 
weeks, each lasting 24 hours, using rumen fluid collected from 3 Holstein-Friesian dry cows. 
In each incubation run 39 bottles were incubated: 30 bottles were incubated as 
“experimental treatments” (5 additives x 2 dosages x 3 replications), 6 bottles as control 
(containing only diet, rumen fluid and buffer solution, without additive), and 3 bottles as 
blanks, containing only the mixture of rumen fluid and buffer solution, without diet and 
additive). Gas production was monitored along each incubation.  
At the end of each run a gas sample was collected from headspace of each bottle and 
then analyzed for methane concentration by gas-chromatography. At the end of each 
incubation all fermentation fluids were analyzed for pH, N-NH3 concentration, VFA, and 
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degradability of NDF (NDFd) and of true dry matter (TDMd)Additives did not influence in 
vitro parameters when used at the low dosage. All data were analyzed using PROC Mixed 
(SAS), using a statistical model considering the treatment (n=11; 2 dosages x 5 additives, plus 
control) as fixed effect and the incubation run (n=4) as random effect. The high dosage of 
allyl-sulfide caused a decrease of in vitro GP, CH4 production, and VFA production 
(P<0.001). the treatment also change molar proportions among VFA, with a reduction of 
acetate at the favor of propionate (P<0.001). Any effect on in vitro degradability was found. 
The high dosage of cinnamaldehyde did not influence in vitro degradability and VFA 
production but, as observed for allyl-sulfide, it increased propionate at the expense of acetate 
(P<0.001). Further, CH4 production expressed per g TDMd was significantly reduced 
(P<0.05). When used at the high dosage, eugenol influenced only in vitro degradability 
(P<0.001). The high dosage of limonene had strong effects on rumen fermentation, causing a 
marked decrease of all in vitro parameters (degradability, GP, CH4 and VFA production). The 
high dosage of monensin reduced in vitro degradability (P<0.05), GP, CH4 and VFA 
production, and reduced acetate at the favor of propionate (P<0.001). Any additive, 
irrespective by the dosage, influenced final values of pH and ammonia N of fermentation 
fluids.  
On the basis of results, most promising effects were found for cinnamaldehyde, as CH4 
production was reduced without impairing in vitro degradability and VFA production. In the 
case of allyl-sulfide, limonene and monensin, effects were controversial as, together with CH4 
production, also degradability and VFA production were decreased.  
However, results were obtained in vitro. Further investigation is needed in vivo, in order 
to evaluate persistence of positive effects and possible transfer of odour to animal products 
(milk and meat), and to check actual palatability of some compounds. 
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1. Introduzione 
1.1 I gas serra 
Le diverse attività umane, compresa l’agricoltura, contribuiscono alla modifica della 
composizione dei gas dell’atmosfera e all’alterazione della capacità di assorbimento delle 
radiazioni, avendo di conseguenza un effetto sul clima della Terra, causandone il 
riscaldamento della superficie e dell’atmosfera. Per quanto concerne l’attività agro-zootecnica 
i principali gas serra sono l’anidride carbonica (CO2), il metano (CH4) e il protossido d’azoto 
(N2O), emessi direttamente in atmosfera dalla fermentazione ruminale o dalla gestione delle 
deiezioni, o indirettamente ad esempio dalla coltivazione dei fondi (FAO, 2013). Inoltre è 
presente una piccola quantità di gas derivante da processi industriali, chiamati gas fluorurati 
(F-gases) i quali includono idrofluorocarburi (HFCs), perfluorocarburi (PFCs) ed esafluoruro 
di zolfo (SF6) (EPA, 2015). Ogni gas viene solitamente espresso in termine di CO2-
equivalenti (CO2-eq), cioè nell’unità di misura per esprimere l’impronta del carbonio, che 
permette di identificare e sommare tutte le emissioni di gas serra legate alla realizzazione di 
un prodotto nel suo intero ciclo di vita (Coderoni et al., 2010). 
Per esprimere il contributo di ogni gas al riscaldamento globale, vengono considerati tre 
aspetti(EPA, 2015; Crovetto e Sandrucci, 2010): 
 la concentrazione di ogni gas in atmosfera, espressa in ppm (parti per milione), ppb 
(parti per bilione) o ppt (parti per trilione); 
 il tempo in cui rimane in atmosfera, variabile da pochi anni a migliaia di anni a 
seconda del tipo di gas; 
 l’impatto sull’atmosfera, espresso come GWP (GWP, global warming potential) in 
peso rispetto all’unità in peso di CO2. Il valore del GWP del metano è pari a 25 e 
quello del protossido di azoto a 298. 
1.1.1 Impatto dell’agricoltura e della zootecnia 
Il settore agricolo senza dubbio è uno dei maggiori produttori di CO2, CH4 e N2O, si 
stima siano tra il 10 e il 12% del totale delle emissioni (FAO, 2013), circa 10 – 12 GtCO2eq / 
anno (IPCC, 2014).  
Le emissioni nell’ambito delle attività agricole possono inoltre essere distinte in 
“meccaniche” e “non meccaniche”, come proposto da Dunkley e Dunkley (2013): 
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 Le “emissioni meccaniche” derivano sostanzialmente dall’utilizzo di combustibili 
fossili e carburanti per i mezzi da utilizzare nelle diverse lavorazioni, producendo 
prevalentemente CO2; 
 Le “emissioni non meccaniche” derivano invece dalla fermentazione enterica, processi 
di nitrificazione/denitrificazione nei reflui, volatilizzazione di ammoniaca e ossidi di 
azoto, e dunque sono legate prevalentemente all’emissione di metano e protossido di 
azoto. 
Anche la zootecnia svolge un ruolo importante per l’emissione dei gas serra, in quanto 
produce da sola circa il 18% dei gas serra di origine antropica espressi in CO2 equivalenti, ed 
in particolare l’allevamento estensivo risulta il più impattante, producendo circa il 70% dei 
gas serra di origine zootecnica (Crovetto e Sandrucci, 2010). 
Il settore zootecnico risulta essere inoltre al secondo posto per quanto riguarda le 
emissioni di metano (circa il 28 % delle emissioni totali) e la gestione dei reflui è al terzo 
posto per le emissioni di protossido di azoto (circa 6% delle emissioni totali). Un rilevate 
contributo è dato soprattutto dalle emissioni nei Paesi in via di sviluppo (Asia, Africa e 
America Latina) poiché qui, per produrre il 47.1 % delle risorse energetiche per la 
popolazione, derivanti da carne e latte di ruminanti, viene emesso il 69% del metano dovuto 
alle fermentazioni enteriche, mentre nei paesi sviluppati, per produrre la stessa quantità di 
energia, è emesso il 25.5% di metano enterico (FAO, 2013). 
1.1.2 La situazione italiana 
Secondo i dati riportati dall’ISPRA (Istituto Superiore per la Protezione e la Ricerca 
Ambientale) nel 2014, le emissioni Italiane di gas serra, espresse in termini di CO2-eq, ad 
esclusione del settore LULUCF (LandUse, Land Use Change and Forestry), il quale 
considera le emissioni e gli assorbimenti di CO2 dovuti ai cambiamenti di uso del suolo e alle 
foreste, sono in diminuzione. 
Infatti dal 1990 al 2012, come si può notare dal grafico (Figura 1), le emissioni di gas 
serra sono diminuite dell’11.4%, da 519 a 460 milioni di tonnellate di CO2-eq. In particolare 
tra il 1990 e il 2012 la CO2 è diminuita dell’11%, le emissioni di metano del 20.6% e il 
protossido di azoto del 25.9%(ISPRA, 2014). 
Le riduzioni sono dovute principalmente alla diminuzione del numero di capi allevati, 
alla variazione d’uso delle superfici agricole e delle produzioni, all’uso dei reflui per la 
produzione di biogas e alla razionalizzazione della fertilizzazione (Coderoni et al., 2010). 
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Figura 1. Emissioni nazionali di gas serra dal 1990 al 2012 (escluso LULUCF) (MT 
CO2-eq). 
Fonte ISPRA, 2014. 
1.2 Il metano 
Come già detto, il metano contribuisce in maniera significativa alle emissioni di gas 
serra, soprattutto a causa delle fermentazioni enteriche da cui ne deriva circa l’80% di quello 
emesso in atmosfera (Wall et al., 2014). 
Il metano è infatti un prodotto fisiologico del processo digestivo negli animali (EPA, 
2015). Deriva dalla fermentazione anerobica dei carboidrati e amminoacidi, la quale avviene a 
livello del rumine nei ruminanti e nel cieco nei monogastrici (Hristov et al., 2014). Il metano 
rappresenta però una perdita energetica per gli animali, si stima infatti che di media circa il 
6% dell’energia ingerita dall’animale è persa come metano (Crovetto e Sandrucci, 2010), una 
quantità compresa tra 16 e 26 g/kg di sostanza secca ingerita con la razione (Hristov et al., 
2014). La quantità prodotta dipende comunque dalla taglia dell’animale, dall’ingestione e dal 
tipo di alimento ingerito, soprattutto dal tipo di carboidrati, la quantità di fibra e dal grado di 
saturazione dei lipidi (EPA, 2015; Crovetto e Sandrucci, 2010). Sono importanti anche fattori 
ambientali come la temperatura e fattori genetici che riguardano ad esempio l’indice di 
conversione degli alimenti (Crovetto e Sandrucci, 2010).  
I ruminanti sono i maggiori produttori di metano per unità di massa corporea anche se 
comunque il metano è prodotto anche dai monogastrici. La differenza sta sostanzialmente 
nella capacità inferiore del cieco di produrre metano rispetto al rumine (EPA, 2015). Si stima 
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infatti che un bovino produce tra i 60 e i 160 kg CH4/capo/anno, un cavallo attorno a 18kg 
CH4/capo/anno e un suino attorno a 1.5 kg CH4/capo/anno (Hristov et al., 2014). 
1.2.1 La metanogenesi 
Il metano viene prodotto per l’87% nel rumine-reticolo e per il 13% nel cieco (Boadi et 
al., 2014). È un prodotto che deriva, assieme alla CO2, dalla fermentazione dei carboidrati, e 
in minor quantità dagli amminoacidi, assunti con la dieta (FAO, 2013). Si forma in condizioni 
anaerobiche, attraverso reazioni di ossidazione-riduzione durante la fermentazione, per opera 
batteri metanogeni altamente specializzati, i quali sono appartenenti al dominio degli Archaea 
(Bodas et al., 2012). 
Di seguito (Figura 2) è riportato uno schema del metabolismo dei carboidrati della dieta 
all’interno del rumine. 
Figura 2. Metabolismo dei carboidrati nel rumine (FAO, 2013). 
 
Prima di tutto i nutrienti presenti nella razione (proteine, amido e fibra) vengono 
idrolizzati per formare zuccheri semplici e amminoacidi, i quali, a seguito della fermentazione 
microbica, produrranno gli acidi grassi volatili (AGV), metano (CH4), anidride carbonica 
(CO2), alcoli e lattato (FAO, 2013). Nel rumine è prodotta anche biomassa microbica che 
costituisce, assieme agli AGV, la principale fonte di energia e proteine digeribili per l’animale 
(Piva et al., 2004). 
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I principali acidi grassi volatili sono l’acido acetico, il propionico e il butirrico, che 
vengono prevalentemente assorbiti e utilizzati dall’animale (Boadi et al., 2004). Essi sono 
presenti in proporzioni molari e concentrazioni costanti: circa il 50-60% del totale è acetato, il 
20-25% propionato e il 15-20% butirrato (Piva et al., 2004). In minore quantità vengono 
prodotti anche l’acido isobutirrico e l’isovalerianico, dal metabolismo degli amminoacidi 
valina, leucina e isoleucina (Piva et al., 2004; FAO, 2013).  
Durante la fermentazione viene prodotto anche idrogeno (H2)da parte di protozoi, 
funghi e batteri, il quale, però, viene utilizzato immediatamente dai metanogeni (Moss et al., 
2000). 
L’idrogeno è poi prodotto o utilizzato per la sintesi dei diversi AGV, nella forma ridotta 
di protone (H
+
); dalla sintesi di acido acetico, come si può notare dalle reazioni riportate di 
seguito, ne viene prodotta la quantità maggiore.  
Reazioni che producono idrogeno: 
 C6H12O6 (glucosio) + 2H2O  2C2H4O2 (acetico) + 2CO2 + 8H 
 C6H12O6 (glucosio)  C4H8 O2 (butirrico) + 2CO2 + 4H 
Reazioni che utilizzano idrogeno: 
 C6H12O6 (glucosio) + 4H 2C3H6O2 (propionico) + 2H2O 
 CO2 + 8H  CH4 + 2H2O 
La formazione di propionico, invece, non comporta la produzione di idrogeno e dunque 
ne diminuisce la quantità disponibile per ridurre l’anidride carbonica a metano (Moss et al., 
2000; Boadi et al., 2004). 
La produzione di metano dipende dunque dalla quantità di idrogeno generata nel 
rumine, quindi dalla proporzione dei vari AGV e dalle specie microbiche coinvolte nelle 
fermentazioni (FAO, 2013). 
Come proposto da Moss et al. (2000), la quantità di metano può essere stimata 
stechiometricamente attraverso le quantità dei principali AGV prodotti, tramite la seguente 
equazione: 
CH4= 0.45 C2 (acetico) - 0.275 C3 (propionico) + 0.40 C4 (butirrico). 
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In conclusione, si può notare perciò che l’acetato e il butirrato favoriscono la 
produzione di metano, mentre il propionato rappresenta una via alternativa per l’utilizzazione 
dell’idrogeno a livello ruminale, riducendo dunque il metano prodotto (Moss et al., 2000). 
1.2.2 I metanogeni 
I metanogeni sono gli unici microrganismi nel rumine appartenenti del dominio degli 
Archaea (Aluwonget al., 2011). Sono anaerobi obbligati e vivono dunque in ambienti privi di 
ossigeno come ad esempio acque putride, acquitrini e più comunemente nel tratto digerente di 
animali e umani. Essi producono metano partendo da composti carboniosi semplici (Solomon 
et al., 2013).  
Gli Archaea sono organismi procarioti, unicellulari, microscopici con pareti cellulari 
prive di peptidoglicani ed inoltre anche i loro lipidi intracellulari differiscono da quelli degli 
altri batteri (Moss et al., 2000; Solomon et al., 2013). Sono diversi dai batteri anche per il loro 
metabolismo e morfologia (Bodas et al., 2012). Gli archeobatteri sono in grado di 
sopravvivere in ambienti ostili, con temperature elevate, valori bassi di pH ed elevate 
concentrazioni saline perché i lipidi delle loro membrane sono resistenti all’idrolisi e 
all’ossidazione (Tymoczko et al., 2010).  
I metanogeni presenti nel rumine vivono con un potenziale redox al di sotto di -300 mV. 
Molti crescono a pH attorno alla neutralità, ma alcune specie possono sopravvivere in 
condizioni estreme, con pH compreso tra 3.5 e 9 (Moss et al., 2000; Boadi et al., 2004). Delle 
sessanta specie isolate nei diversi ambienti anaerobi, nel rumine se ne trovano cinque:  
1. Methanobrevibacter ruminantium, 
2. Methanosarcina barkeri, 
3. Methanosarcina mazei, 
4. Methanobacterium formicicum, 
5. Methanomicrobium mobile. 
Solamente per le prime due specie, nel rumine sono state riscontrate concentrazioni 
maggiori di 10
6
 ml
-1
 (Boadi et al., 2004). 
I metanogeni svolgono un ruolo fondamentale nel rumine perché utilizzano l’idrogeno 
prodotto per ridurre la CO2 a CH4, mantenendone bassa la pressione all’interno, facendo 
dunque in modo che i processi fermentativi avvengano in maniera efficiente (Boadiet al., 
2004: Aluwong et al., 2011). 
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La densità della popolazione di metanogeni è inoltre influenzata dal tipo di dieta, 
soprattutto dalla fibra presente nella razione,ma anche dalla specie: ad esempio una dieta ricca 
di concentrati per pecore porta ad avere una quantità di 10
7
-10
8
 UFC (unità formanti colonia) 
di metanogeni ruminali/g, mentre nei bovini un valore di 10
8
-10
9
 UFC/g (Aluwong et al., 
2011). 
Si è notato inoltre che i metanogeni vivono in relazione sia endo che ecto-simbiontica 
con i protozoi presenti nel rumine e dunque un’eventuale riduzione del numero dei protozoi, 
comporta una diminuzione anche delle specie metanogene, e un conseguente calo della 
produzione di metano dal  9 fino al 37% (Patra e Saxena, 2010). 
1.2.3 Strategie di mitigazione dei gas serra 
La mitigazione è qualsiasi pratica che permette di ridurre l’emissione di gas serra in 
atmosfera, in particolare le strategie sono rivolte ai ruminanti, i quali da soli producono più 
del 75% del totale di emissioni di CO2-eq (FAO, 2013). 
Possono essere individuate quattro diverse categorie in cui poter intervenire (Smith , 
2014): 
1. efficienza produttiva, 
2. gestione dei reflui, 
3. efficienza energetica, 
4. sequestro e stoccaggio del carbonio. 
Le prime due sono senz’altro le più importanti per il settore zootecnico. Aumentando 
infatti l’efficienza con cui l’animale utilizza l’alimento e, di conseguenza, gli outputs (carne, 
latte e uova) per unità di input, è possibile diluire le emissioni di gas serra su una maggiore 
produzione (Smith, 2014). Questo può essere ottenuto mediante la manipolazione della dieta 
dell’animale, agendo in particolar modo sulla modulazione delle fermentazioni enteriche, o 
attraverso il miglioramento genetico, selezionando animali geneticamente predisposti a 
produrre meno metano (Wall et al., 2014). L’aumento dell’efficienza può inoltre avere altri 
effetti positivi come la diminuzione dell’indice di conversione, l’aumento dell’incremento 
ponderale e un migliore stato di salute e benessere per l’animale (Coderoni et al., 2010). 
Prendendo in considerazione i ruminanti, nel caso dei bovini da carne e dal latte tra le 
strategie più efficaci troviamo l’aumento dell’efficienza produttiva e riproduttiva e il fatto di 
poter agire sull’alimentazione, attraverso l’aggiunta di additivi come ad esempio ionofori, oli 
essenziali, lieviti, acidi organici e grassi, i quali riducono il metano prodotto (Smith, 2014). È 
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importante inoltre aumentare la digeribilità e la qualità della fibra, aumentare l’efficienza 
metabolica della proteina digerita, includere la giusta dose di concentrati, ricorrere ai 
trattamenti corretti per gli alimenti ed effettuare analisi periodiche delle materie prime usate 
(FAO, 2013). 
L’altro aspetto da prendere in considerazione per il settore zootecnico è la gestione delle 
deiezioni, in modo tale da ridurre le emissioni di ammoniaca e di protossido di azoto, 
attraverso una dieta a basso tenore proteico, la rapida rimozione e il corretto stoccaggio dei 
reflui, usando preferibilmente vasche per lo stoccaggio dei liquami e concimaie coperte. È 
importante anche interrare i liquami per evitare la volatilizzazione, aumentando in questo 
modo l’efficienza della concimazione organica (Coderoni et al., 2010). 
1.3 Additivi 
Gli additivi sono sostanze impiegate nell’alimentazione animale per diversi scopi 
(Commissione Europea, 2015): 
 migliorare la qualità della materia prima da somministrare all’animale 
 migliorare la qualità delle produzioni animali 
 migliorare la salute dell’animale e le performance produttive e riproduttive 
 aumentare la digeribilità di alcuni alimenti 
L’EFSA (European Food Safety Authority) ha classificato gli additivi alimentari in 
cinque categorie (www.efsa.europa.eu, 2015; Reg CE n° 1831/2003): 
1. Additivi tecnologici: conservanti, antiossidanti, emulsionanti, stabilizzanti, regolatori 
dell’acidità, additivi per l’insilamento. 
2. Additivi organolettici: coloranti e aromatizzanti. 
3. Additivi nutrizionali: vitamine, amminoacidi, elementi in tracce. 
4. Additivi zootecnici: stabilizzatori della flora enterica, miglioratori della digeribilità. 
5. Coccidiostatici e istomonostatici. 
Come riportato nel Regolamento CE n° 1831/2003, ogni additivo prima di essere 
immesso nel mercato deve essere autorizzato dall’Unione Europea, soprattutto nel caso di 
additivi usati per gli alimenti destinati agli animali, da cui saranno poi ottenuti prodotti per il 
consumo umano (Reg. CE n°1831/2003). Per questo è stato infatti istituito un Registro 
comunitario che riporta gli additivi permessi nella Comunità Europea. Inoltre è stato vietato 
l’utilizzo di antibiotici impiegati come promotori della crescita a partire dal 1 gennaio 2006, a 
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causa dell’emergenza del fenomeno dell’antibiotico-resistenza da parte dei batteri che può 
diventare un grave rischio per la salute umana, oltre il fatto che possono rimanere nel prodotto 
finito ed essere dunque ingeriti dall’uomo (Reg. CE n°1831/2003; Benchaar et al., 2008). 
Recentemente l’interesse per l’impiego degli additivi è aumentato, soprattutto per altre 
possibilità che offrono, in particolare la manipolazione delle fermentazioni ruminali, con il 
conseguente effetto di diminuire le emissioni di metano e di aumentare dunque l’energia a 
disposizione degli animali per le loro produzioni. 
Tuttavia con l’utilizzo degli additivi permessi nell’Unione Europea, la riduzione delle 
emissioni di metano può essere stimata attorno ad un 10-20%, mentre con altri modificatori 
metabolici, permessi invece negli altri Paesi, come ad esempio monensin,trenbolone acetato, 
estradiolo benzoato, tilosina e ractopamina le possibilità di riduzione possono essere 
notevolmente più elevate (Flachowsky e Lebzien, 2012). 
Negli ultimi anni si sta però valutando quale possa essere l’effetto sulla produzione di 
metano di sostanze fitogenetiche come fitofattori, metaboliti secondari delle piante o sostanze 
bioattive delle piante (Flachowsky e Lebzien, 2012). 
1.3.1 Categorie di additivi 
Gli additivi possono innanzitutto essere classificati secondo il loro effetto, che dipende 
essenzialmente dal tipo di additivo (Flachowsky e Lebzien, 2012; Knapp et al., 2014): 
 effetto diretto: inibiscono i metanogeni e dunque la metanogenesi; 
 effetto indiretto: rendono competitivo l’utilizzo dell’idrogeno nel rumine. 
Come proposto nella pubblicazione della FAO (2013) e da Hristov et al. (2014), gli 
additivi alimentari utilizzati per diminuire le emissioni di metano possono essere raggruppati 
in varie categorie, come riportato di seguito. 
INIBITORI. Possiedono un effetto inibitorio sugli Archaea nel rumine. Tra le sostanze 
più efficaci testate in vivo troviamo bromoclorometano (BMC), il 2-bromo-etano-sulfonato 
(BES), cloroformio e ciclo destrina, i quali hanno ridotto del 50% il metano prodotto (FAO, 
2013; Hristov et al., 2014). Alcuni studi hanno però riscontrato una diminuzione del loro 
effetto nel lungo periodo per un fenomeno di adattamento della microflora ruminale (Hristov 
et al., 2014). 
RECETTORI DI ELETTRONI. Tra i composti più studiati in questa categoria troviamo 
il fumarato, i nitrati, i solfati e il nitroetano, che hanno mostrato anch’essi un possibile 
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riduzione delle emissioni di metano del 50% (Hristov et al., 2014). Il loro effetto però non è 
stato studiato nel lungo periodo. Il nitrato tuttavia è stato tra i composti meno studiati come 
possibile via alternativa per l’utilizzo dell’idrogeno, a causa dei problemi di tossicità che può 
dare. Il nitrato infatti viene ridotto ad ammonica e in questo processo sono consumati 8 
elettroni. In questo modo ogni mole di nitrato ridotta comporta infatti una diminuzione di una 
mole di metano emesso (van Zijderveld et al., 2010). Anche il solfato riduce il metano 
prodotto ed è stato riscontrato inoltre un effetto additivo se nella dieta sono presenti sia il 
solfato che il nitrato (Hristov et al., 2014).  
Anche l’acido fumarico rappresenta una via alternativa per l’utilizzo di idrogeno ed è in 
aggiunta un precursore del propionato. Con il suo utilizzo è stato infatti riscontrato un calo del 
5% del metano prodotto (Beauchemin e McGinn, 2006), ma in alcuni casi si è arrivati anche 
fino ad un 22% con l’inclusione nella razione del 2% di fumarato (Newbold e Rode, 2006). 
IONOFORI. In questa categoria, la sostanza più studiata è il monensin, molto utilizzato 
sia per i bovini da carne che da latte in America, ma vietato in Europa in quanto antibiotico 
con funzione auxinica (Hristov et al., 2014). Il monensin è utilizzato per aumentare 
l’efficienza e l’incremento ponderale giornaliero (Piva et al., 2004). Comporta inoltre una 
diminuzione del rapporto tra acetato e propionato, con una conseguente riduzione del metano 
emesso (Piva et al.,2004; FAO, 2013; Hristov et al., 2014). Comunque la risposta del 
monensin dipende da vari fattori come la dose, la composizione e il contenuto energetico della 
dieta (FAO, 2013). 
SOSTANZE BIOATTIVE DELLE PIANTE. In questa categoria rientrano tannini, 
saponine, oli essenziali e loro derivati. I tannini hanno un effetto antimetanogenico nel 
rumine, inibendo direttamente la crescita dei metanogeni anche per il fatto che possiedono 
delle proprietà inibenti dei protozoi (Patra e Saxena, 2010). 
Anche le saponine hanno un effetto favorevole contro la produzione di metano, 
soprattutto perché diminuiscono la crescita dei protozoi nel rumine e, poiché il 25% dei 
metanogeni è associato ai protozoi, cala l’emissione totale di metano (Newbold e Rode, 
2006). Le saponine inoltre vanno a modificare il rapporto tra gli AGV, diminuendo la quantità 
di acetato e butirrato, ma mostrano un effetto dipendente dalla composizione della dieta a cui 
sono aggiunte e dal pH, in quanto più è basso, più l’effetto è accentuato (Bodas et al., 2012). 
Gli oli essenziali hanno una notevole capacità di riduzione del metano in vitro, 
soprattutto ad alte concentrazioni, la quale oscilla tra il 20-60% (Bodas et al., 2012; Hristov et 
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al., 2014). Alcuni di essi, infatti, riescono a modulare le fermentazioni ruminali, 
promuovendo la crescita di alcuni batteri, inibendone altri, permettendo di utilizzare in 
maniera più efficiente l’energia e l’azoto alimentare (Compiani et al., 2013). Tra i più studiati 
troviamo il timolo (timo), carvacrolo (origano e timo), l’eugenolo (cannella e chiodo di 
garofano), cinnamaldeide (cannella), anetolo (aneto e finocchio), oli di menta piperita e 
bacche di ginepro (Bodas et al., 2012).  
Nella Tabella 1, che segue, vengono riportate le principali essenze usate in ambito 
zootecnico e le loro azioni. Come si può notare gli oli essenziali hanno un ampio spettro 
d’azione e sono in grado di agire su diversi elementi strutturali e funzionali della cellula 
batterica e fungina, rappresentando dunque dei validi sostituti agli antibiotici (Scozzoli, 
2004). 
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Tabella 1. Principali essenze e loro azioni (Scozzoli, 2004). 
FAMIGLIA CHIMICA E COMPONENTI AZIONE 
Fenoli (timolo, carvacolo, eugenolo) Antimicrobica, immunomodulante 
Alcoli(linalolo, geraniolo, alfa-terpineolo, 
terpinen-4-olo, mentolo) 
Antimicrobica, immunomodulante 
Aldeidi (aldeide cinnamica, aldeide benzoica, 
citronelle, fellandrale) 
Antimicrobica, antinfiammatoria 
Chetoni(carvone, mentone, verbeneone, 
canfora, tujone) 
Antimicrobica, immunomodulante, 
antidolorifica 
Monoterpeni(beta-mircene, ocimene, 
limonene, fellandrene, alfa e gamma 
terpinene, p-cimene, alfa e beta-pinene) 
Antispasmodica, revulsiva, 
antidolorifica, antinfiammatoria, mucolitica 
Sesquiterpeni(alfa e beta bisabolene, alfa e 
beta faresene, germacrene D, zingiberene, 
beta cariofillene, camazulene) 
Antinfiammatoria, immunomodulante 
Ossidi (1.8 cineolo, 1.4 cineolo, ossido 
lanalolo) 
Mucolitica, espettorante, 
decongestionante 
Esteri(acetato di linalile, acetato di geranile, 
acetato di nerile) 
Antinfiammatoria, spasmolitica, 
antispasmodica, decongestionante 
Eteri (metil timolo, metilcarvacolo, metil 
eugenolo, safrolo, anetolo, apiolo) 
Spasmolitica, antispasmodica, 
antinfiammatoria, decongestionante 
 
Tuttavia non sono ancora stati testati gli effetti in vivo e nel lungo periodo di questi 
composti (Hristov et al., 2014). 
ENZIMI ESOGENI. Recentemente si è notato che gli enzimi esogeni, come ad esempio 
enzimi fibrolitici, possono incrementare l’efficienza alimentare e ridurre indirettamente le 
emissioni di metano. Alcuni, come l’endoglucanasi e xilanasi, però possono al contrario 
causare un aumento del metano prodotto (FAO, 2013; Hristov et al., 2014). 
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LIEVITI. Sono comunemente utilizzati nell’alimentazione animale, perché, specie se 
somministrati vivi, possono stabilizzare il pH ruminale, producono acidi organici, 
amminoacidi, peptidi e vitamine (Compiani et al., 2013). Il più utilizzato nei ruminanti è il 
Saccharomyces cerevisiae che stimola la fermentazione ruminale e probabilmente la crescita 
dei batteri acetogenici che utilizzano l’idrogeno nel rumine, sottraendolo ai metanogeni. È 
inoltre in grado di stimolare la produzione di propionato a scapito dell’acetato (Newbold e 
Rode, 2006). I diversi studi sulla produzione di metano però hanno dato risultati variabili: in 
alcuni casi i lieviti non danno alcun effetto, in altri arrivano invece a ridurre fino ad un 58% il 
metano. Questo dipende sostanzialmente dal tipo di lievito utilizzato (Newbold e Rode, 
2006). 
1.3.2 Limitazioni e problemi nell’utilizzo degli additivi 
L’impiego di additivi, come si può capire dai numerosi studi, senza dubbio permette di 
ottenere risultati positivi per quanto riguarda l’incremento dell’efficienza di utilizzo della 
razione e la riduzione delle emissioni di metano. Tuttavia bisogna considerare anche gli 
aspetti negativi o le possibili limitazioni che il loro utilizzo comporta. 
Innanzitutto, il primo aspetto da valutare, è che i risultati che si trovano in letteratura 
sono molto variabili e questo non permette di definire in maniera univoca quale sia la 
modalità d’azione di ogni singola sostanza. Considerando ad esempio i metaboliti secondari 
delle piante, l’alta variabilità dei risultati può essere data dalle differenze tra le specie, le 
varietà, le cultivar, le parti della pianta utilizzate, il diverso stadio vegetativo, le condizioni di 
coltivazione e raccolta, dal trattamento subito e dalle condizioni di estrazione (Bodas et al., 
2012; Flachowsky e Lebzien, 2012). 
Secondariamente, un altro problema sta nel fatto che le dosi di additivo impiegate e di 
conseguenza le percentuali di riduzione di emissioni di metano ottenute, sono state 
determinate e testate solamente in vitro, effettuando incubazioni che molto spesso hanno una 
durata limitata (alcune ore o giorni) (Flachowsky e Lebzien, 2012). Inoltre nelle diverse 
ricerche sono stati utilizzati differenti diete, dosaggi, miscele e animali che contribuiscono ad 
aumentare la variabilità dei risultati (Flachowsky e Lebzien, 2012). Gli additivi dovrebbero 
infatti essere testati in vivo, convertendo il dosaggio solitamente espresso in µg/ml, in g/kg di 
sostanza secca assunta dall’animale, con l’ulteriore problema che spesso la dose ottimale è 
molto vicina a quella che può al contrario determinare effetti negativi o essere tossica per 
l’animale (Bodas et al., 2012; Durmic e Blanche, 2012;Knapp et al., 2014). In particolare i 
maggiori aspetti da verificare sono la persistenza dell’effetto dell’additivo nel lungo periodo, 
 22 
valutando se ci sono fenomeni di adattamento, di interazione con la biologia o la genetica 
dell’animale o di trasferimento della sostanza nei prodotti animali, ma anche i problemi di 
appetibilità che l’aggiunta di alcuni additivi, in particolari gli oli essenziali, possono dare 
(Wallace et al., 2002; Durmic e Blanche, 2012;Flachowsky e Lebzien, 2012). 
Un ultimo aspetto riguarda il potenziale impatto economico dovuto all’impiego degli 
additivi. Occorre valutare infatti se ci sono fattori che possono andare a diminuire la 
produzione, in particolare nelle vacche in lattazione, o compromettere la salute dell’animale e 
di conseguenza la redditività dell’azienda, e ovviamente anche il costo stesso dell’additivo 
(Newbold e Rode, 2006; Durmic e Blanche, 2012; Knapp et al., 2014). Ad esempio per 
l’impiego di lieviti la spesa è poco significativa, mentre al contrario il fumarato può essere un 
prodotto relativamente costoso che può trovare difficilmente un impiego (Newbold e Rode, 
2006).  
Infine è da considerare anche la possibilità da un punto di vista legale di poter utilizzare 
l’additivo (Durmic e Blanche, 2012). 
1.4 I cinque additivi impiegati nella prova 
In questo lavoro di tesi è stato testato l’effetto di cinque diversi additivi sulle 
fermentazioni ruminali, in particolare è stato valutato l’effetto di un antibiotico, il monensin, e 
di quattro oli essenziali, l’eugenolo, l’aldeide cinnamica, l’allil-sulfide e il limonene. 
1.4.1Monensin 
Il monensin è un antibiotico ionoforo polietere carbossilico, prodotto dalla 
fermentazione dello Streptomyces cinnamonensis, molto utilizzato per modificare le 
fermentazioni ruminali e migliorare l’efficienza alimentare dell’animale (Odongo et al., 
2006). Il monensin è molto diffuso nell’allevamento di bovini da carne negli Stati Uniti, in 
quanto qui, contrariamente all’Unione Europea, non ne è vietato l’utilizzo (Callaway et al., 
2003). Inizialmente, oltre alla funzione auxinica, era utilizzato per controllare i parassiti 
intestinali, ma recentemente si è diffuso nell’allevamento bovino, sia da carne che da latte, 
anche per la sua azione di inibizione del metano e per la diminuzione del rapporto tra acetato 
e propionato (Callaway et al., 2003; Piva et al., 2004). 
Tra gli effetti positivi che si sono riscontrati nell’allevamento di bovini da latte ad 
esempio troviamo l’incremento della produzione di latte, effetti antichetogenici, la riduzione 
del rischio di acidosi in quanto sfavorisce la produzione di acido lattico e migliora il BCS 
(Odongo et al., 2006). 
 23 
Il monensin svolge un’azione antimicrobica contro batteri, funghi e protozoi e la sua 
azione sembra essere legata all’alterazione del metabolismo energetico dei microrganismi, che 
non sono più in grado di produrre composti essenziali per la loro crescita (Vezzani, 2006). 
I più sensibili agli ionofori sono i batteri Gram-positivi associati alla digestione 
dell’amido, i quali sono responsabili della produzione di lattato, acetato e idrogeno e quindi 
anche della formazione di metano, in quanto vengono inibiti i batteri che forniscono H2 ai 
metanogeni. Con il trattamento con monensin, infatti, si è notata una riduzione del metano 
emesso fino al 30%, anche se non va ad inibire direttamente i metanogeni (Callaway et al., 
2003).  
D’altra parte invece si verifica una proliferazione dei Gram-negativi, che producono 
succinato e propionato (Callaway et al., 2003; Vezzani, 2006). 
Risultano molto sensibili al monensin anche i batteri che fermentano gli amminoacidi e 
questo comporta di conseguenza una diminuzione dell’ammoniaca ruminale (Callawayet al., 
2003).  
1.4.2 Oli essenziali 
Gli oli essenziali sono dei composti aromatici, volatili, caratterizzati da un forte odore e 
formati dalla pianta come metaboliti secondari, in concentrazioni variabili sia tra le specie 
vegetali, ma anche tra le diverse parti della stessa pianta (Cowan, 1999; Bakkali et al., 2008; 
Benchaaret al., 2008). La loro estrazione viene effettuata tramite distillazione a vapore o con 
solventi e in genere sono liquidi, limpidi, raramente colorati e solubili in solventi organici o 
lipidi (Bakkaliet al., 2007).  
Hanno proprietà antisettica, battericida, virulicida, fungicida, conservate, antimicrobica, 
anti-batterica, anti-infiammatoria, sedativa, spasmolitica e anestetica (Cowan, 1999; Bakkali 
et al., 2007;Benchaar et al., 2008). Sono caratterizzati dalla presenza di un componente in 
quantità prevalente, con concentrazione tra il 20-70%, che è quello che determina le proprietà 
biologiche dell’olio essenziale, mentre altre sostanze sono presenti in tracce (Bakkali et al., 
2007). Vengono inoltre distinti due gruppi principali: terpeni e terpenoidi e composti 
aromatici. I primi costituiscono circa il 90% degli oli essenziali, i secondi sono meno 
frequenti e sono caratterizzati da un basso peso molecolare (Bakkali et al., 2007). La 
classificazione dei diversi composti dipende dal numero di unità di base presenti nello 
scheletro, cioè l’unità di isoprene, costituita da cinque atomi di carbonio (Patra e Saxena, 
2010). 
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EUGENOLO. L’eugenolo (C10H12O2) è il costituente dell’olio essenziale di chiodi di 
garofano e di foglie di cannella, presente rispettivamente all’85% e all’8% (Calsamiglia et al., 
2007;Patra e Saxena, 2010).  Agisce contro i batteri Gram-positivi e Gram-negativi, con 
effetti benefici sulla fermentazione ruminale (Patra e Saxena, 2010).  Il suo utilizzo comporta 
un aumento della quantità di AGV prodotti, una diminuzione delle proporzioni molari di 
acetato e di AGV a catena ramificata e aumenta il propionato. Inoltre se somministrato con il 
giusto dosaggio, si può notare un incremento dell’efficienza energetica e dell’utilizzazione 
proteica della razione (Calsamiglia et al., 2007). 
Figura 3. Struttura bidimensionale eugenolo (PubChem, National Institutes of Health, 
2015).  
 
 
CINNAMALDEIDE. La cinnamaldeide (C9H8O) è il costituente principale dell’olio di 
cannella, presente per il 75% della sua composizione (Calsamiglia et al., 2007). Agisce 
principalmente sulla quantità di propionato prodotto, incrementandola, senza però alterare 
significativamente le proporzioni di propionato e butirrato (Calsamiglia et al., 2007). Il suo 
meccanismo d’azione inoltre è simile a quello che si riscontra con l’utilizzo di composti 
antimetanogenici, quindi si pensa possa diminuire la quantità di metano emessa (Calsamiglia 
et al., 2007; Patra e Saxena, 2010). Esso va ad interagire con le proteine del periplasma o con 
parti più interne della cellula, senza influenzare la stabilità della membrana, come altri 
metaboliti secondari (Calsamiglia et al., 2007). Si è notato però che il suo effetto è dose e pH 
dipendente (Patra e Saxena, 2010).  
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Figura 4. Struttura bidimensionale cinnamaldeide (PubChem, National Institutes of 
Health, 2015).  
 
 
ALLIL-SULFIDE. L’allil-sulfide (C6H10S) è un composto che deriva dall’allicina, a 
seguito della distillazione con vapore dell’aglio, per l’estrazione dell’olio essenziale (Ross et 
al., 2001). L’aglio è noto per le sue proprietà anti-infettive, insetticide, antiparassitarie, 
antiossidanti, anti-infiammatorie e ipoglicemiche, ma recentemente è stato testato in numerosi 
studi come modulatore delle fermentazioni ruminali e dunque come possibile via di riduzione 
del metano enterico (Ross et al., 2001; Calsamiglia et al., 2007; Patra e Saxena, 2010). 
Recenti studi hanno infatti dimostrato che i componenti dell’aglio possono ridurre il metano 
prodotto fino al 50% (IBERS Aberystwyth, 2008).Il suo potere antimetanogenico sta 
sostanzialmente nel fatto che l’aglio va ad inibire direttamente gli Archaea, rendendone 
instabile la membrana cellulare, causando dunque la morte della cellula stessa (Calsamiglia et 
al., 2007). Si pensa anche che possa agire anche in maniera indiretta, riducendo il numero di 
protozoi ruminali o la degradabilità della fibra o entrambi, con una conseguente riduzione 
dell’H2 disponibile per la formazione di metano (Soliva, 2011). Inoltre va ad aumentare la 
quantità di propionato e a diminuire la concentrazione di acetato, senza però modificare la 
quantità di AGV totali prodotti (Patra e Saxena, 2010). 
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Figura 5.Struttura bidimensionale allil-sulfide (PubChem, National Institutes of Health, 
2015). 
 
 
LIMONENE. Il limonene (C10H16) è un monoterpene presente per il 91.5% nell’olio 
essenziale di agrumi (Bakkali et al., 2008; Benchaar et al., 2008). È un liquido privo di colore 
ed esiste in due isomeri, D- e L-limonene. La fragranza del D-limonene è simile all’arancia, 
mentre quella dell’ L-limonene alla trementina (Ruiz e Flotats, 2014). È una molecola 
idrofobica e molto volatile. Il metodo di estrazione dipende dal tipo di utilizzo finale che se ne 
vuole fare. Ad esempio per sfruttare le sue note capacità antibatteriche, antivirali, antifungine 
e insetticide viene estratto tramite distillazione con vapore (Ruiz e Flotats, 2014).  
Il meccanismo d’azione dei monoterpeni, nonostante siano note le proprietà, non è ancora ben 
chiaro. Si pensa infatti che abbiano una tossicità diretta sulle molecole e vadano ad interferire 
con le funzioni delle membrane cellulari, andando a fluidificarle e danneggiandone la struttura  
(Brennan et al., 2013). Il limonene va dunque a limitare direttamente la crescita dei 
microrganismi ruminali, anche i metanogeni, permettendo dunque una riduzione del metano 
prodotto (Szumacher-Strabel e Cieślak, 2010). Inoltre il limonene, ad alte dosi, va ad influire 
sulla degradabilità della cellulosa, ma non su quella dell’amido e del cellobiosio e provoca un 
incremento della proporzione di butirrico prodotto, diminuendo invece quella di acido acetico 
(Crane et al., 1957). Crane et al. (1957) hanno infatti notato che all’aumentare della dose di 
limonene, diminuiscono la digestione della cellulosa, la formazione di gas e la produzione di 
acido acetico. Infine si è notato anche che i terpeni possono alterare il metabolismo del lattato, 
causando dunque un aumento di acido lattico nel rumine (Crane et al., 1957). 
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Figura 6. Struttura bidimensionale limonene (PubChem, National Institutes of Health, 
2015). 
 
.
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2. Obiettivi 
L’obiettivo dei questo lavoro di tesi è stato quello di valutare l’effetto di cinque additivi 
ad azione antimicrobica (monensin, allil-sulfide, aldeide cinnamica, eugenolo e limonene), 
aggiunti a due diversi dosaggi, sulle fermentazioni ruminali in vitro di una razione 
commerciale per bovine da latte (proteina grezza= 15.8% SS, NDF= 36.1% SS, lipidi= 3.3% 
SS, amido= 27,3% SS). Sono state effettuate quattro incubazioni, in quattro settimane 
successive, utilizzando il sistema “AnkomRF Gas Production System”. Questo strumento si 
compone di bottiglie di fermentazione all’interno delle quali il campione alimentare è stato 
incubato con l’aggiunta dell’additivo e del liquido di fermentazione (liquido ruminale + saliva 
artificiale). Al termine di ciascuna incubazione per ogni bottiglia sono state effettuate le 
seguenti misurazioni: produzione di gas e di metano, degradabilità della fibra e della sostanza 
secca della dieta, pH, concentrazione di azoto ammoniacale, produzione totale di acidi grassi 
volatili (AGV) e determinazione dei singoli AGV.  
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3. Materiale e metodi 
La prova è stata condotta presso il laboratorio di chimica (LA.CHI) del Campus di 
Agripolis (sede delle scuole di Agraria e Medicina Veterinaria dell’Università di Padova), nel 
periodo tra giugno e luglio 2014, con lo scopo di valutare l’effetto di cinque additivi sulle 
fermentazioni ruminali in vitro, con riferimento in particolare alla produzione di gas e metano. 
3.1 Disegno sperimentale 
3.1.1 Scelta degli additivi 
Per la scelta degli additivi da utilizzare nella prova sono stati considerati i risultati 
ottenuti in numerosi esperimenti (elencati in Tabella 2) che hanno valutato l’effetto di additivi 
ad azione antimicrobica sulle fermentazioni ruminali in vitro delle diete per ruminanti. La 
vasta ricerca bibliografica ha preso in considerazione diversi additivi (miscele di più composti 
oppure singoli principi attivi) e ha valutato in particolare l’effetto sulla produzione di metano. 
Qualora la produzione di metano non fosse stata quantificata, si è considerato l’effetto degli 
additivi sugli altri parametri ruminali (degradabilità, produzione totale di AGV, proporzione 
molare tra AGV, etc…). A seguito dell’analisi bibliografica, sono stati esclusi dal presente 
lavoro alcuni potenti antimicrobici (ad esempio timolo e carvacrolo) che hanno dimostrato un 
effetto eccessivamente depressivo e negativo sulle fermentazioni ruminali. In quest’ottica 
sono stati invece scelti composti quali l’allil-sulfide, la cinnamaldeide e l’eugenolo, per i quali 
è documentata un’attività più blanda sulle fermentazioni ruminali. Gli effetti dei tre additivi 
sulla produzione di metano sono ancora poco chiari. Quest’ultimo aspetto ha suggerito 
l’impiego dei tre principi nella presente prova. Il monensin è stato introdotto nella prova come 
“controllo”, in quanto è nota la sua azione antimicrobica. Il limonene è stato scelto poiché i 
suoi effetti sulla metanogenesi ruminale sono ancora scarsamente conosciuti. 
3.1.2 I composti 
I 5 additivi che sono stati utilizzati sono: 
1. MONENSIN; 
2. ALLIL-SULFIDE, componente dell’aglio; 
3. ALDEIDE CINNAMICA, componente dell’olio di cannella; 
4. EUGENOLO, componente dell’olio di chiodi di garofano; 
5. LIMONENE, componente dell’olio di agrumi. 
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Questi composti sono stati aggiunti ad una dieta standard per bovine da latte, in due 
dosaggi differenti:  
 0.015 e 0.030 mg aggiunti ad un grammo di dieta nel caso del monensin, 
 3 e 30 mg aggiunti ad un grammo di dieta per gli altri quattro composti. 
Tutti i composti sono stati aggiunti dopo essere stati disciolti in etanolo. 
Per ogni composto e per ogni dosaggio sono state eseguite tre replicazioni, per un totale 
dunque di 30 bottiglie. 
3.1.3 Dieta, animali e bottiglie 
Per la prova è stata utilizzata una dieta standard per bovine da latte, ottenuta mediando i 
dati di 85 diete utilizzate in altrettante aziende del Veneto, rappresentative delle realtà 
zootecnica della Regione. 
L’analisi chimica della dieta è stata effettuata presso il laboratorio LA.CHI. Essa ha 
incluso la determinazione della sostanza secca (SS; #934.01; AOAC, 2003), delle proteine 
(PG; # 976.05; AOAC, 2003), dell’estratto etereo (EE; # 920.29; AOAC, 2003), delle ceneri 
(# 942.05; AOAC, 2003) e dell’amido (Bouchard et al., 1988).La frazione NDF, 
comprendente i residui di cenere, è stata determinata con l’α-amilasi e solfito di sodio, 
impiegando l’Ankom220 Fibre Analyzer (Ankom Technology®, NY, USA), come consigliato 
da Mertens (2002).La composizione è riportata nelle tabelle che seguono(Tabella 3 e Tabella 
4). 
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Tabella3. Composizione della dieta standard per bovine da latte. 
Alimenti Quantità, g/kg SS 
Silomais  351 
Fieno di erba medica 89 
Fieno di loietto 47 
Fieno di prato 47 
Farina mais 205 
Farina d’orzo 119 
Farina di estrazione di soia  113 
Lino estruso 29 
 
Tabella 4. Composizione chimica della dieta standard per bovine da latte. 
Nutrienti % SS 
PG 15.8 
NDF 36.1 
ADF 19.2 
ADL 2.9 
EE 3.3 
Amido 27.3 
NSC 39.5 
Ceneri 5.3 
PG= proteina grezza; NDF= fibra neutro detersa; ADF= fibra acido detersa; ADL= lignina 
acido detersa; EE= estratto etereo; NSC= carboidrati non strutturali. 
3.2 Preparazione dei campioni 
La preparazione dei campioni è stata effettuata il giorno precedente all’incubazione, 
assieme alla verifica del corretto funzionamento delle valvole di ogni modulo necessario 
all’incubazione (apertura, chiusura e tenuta).Ogni alimento è stato macinato con un mulino 
munito di griglia con fori di 1 mm. Successivamente è stato posto nelle bottiglie numerate 1 g 
di dieta (range: 0.9990-1.0010g), poi sigillate con i corrispondenti moduli. 
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In seguito sono state preparate le soluzioni necessarie per l’incubazione: 
 il tampone (dosi riferite ad 1 litro): 
‐ 35g di bicarbonato di sodio(NaHCO3), 
‐ 4g di ammonio bicarbonato (NH4HCO3), 
‐ 1 l di acqua distillata (H2O); 
 la soluzione macrominerale (dosi riferite ad 1 litro): 
‐ 5.7g sodio fosfato bibasico (Na2HPO4), 
‐ 6.2g potassio fosfato monobasico (KH2PO4),  
‐ 0.6g di magnesio solfato eptaidrato (MgSO4-7H2O)  
‐ 1 l di acqua distillata; 
 la soluzione microminerale: 
‐ 13.2 g  di calcio cloruro diidrato (CaCl2-2H2O), 
‐ 10 g di magnesio cloruro tetraidrato (MnCl2-4H2O), 
‐ 1 g di cobalto cloruro esaidrato (CoCl2-6H2O), 
‐ 1.17 g di ferro cloruro esaidrato (FeCl3-6H2O), 
‐ 100 ml di acqua distillata (H2O); 
 la soluzione con resazurina: 
‐ 0.1 g di resazurina, 
‐ 100 ml di acqua distillata (H2O); 
 la soluzione di idrossido di sodio (NaOH 1N): 
‐ 40g di sodio idrossido (NaOH), 
‐ 100 ml di acqua distillata (H2O); 
 la soluzione con acido metafosforico al 25%: 
‐ 250 g di acido metafosforico (HPO3), 
‐ 1 l di acqua distillata (H2O). 
3.3 Raccolta del liquido ruminale 
La raccolta del liquido ruminale è avvenuta il giorno stesso dell’incubazione, presso 
l’azienda agricola sperimentale “Lucio Toniolo” di Agripolis a Legnaro (Pd). La procedura 
prevedeva il riempimento dei termos necessari con acqua calda (bollente durante il periodo 
invernale) prelevata dal lavandino della stalla. Successivamente il personale di stalla ha 
prelevato, grazie ad una sonda esofagea, il liquido ruminale, messo poi in un matraccio. Il 
liquido ruminale è stato filtrato tramite una stoffa ripiegata tre volte in un beker, velocizzando 
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l’operazione agitando il liquido sulla superficie della stoffa. L’operazione è stata ripetuta fino 
al riempimento di ogni termos per ottenere la quantità necessaria ai fini della prova: 1950ml 
per le 39 bottiglie (39x50ml) e 100 ml per i prelievi da effettuare prima dell’incubazione (in 
totale sono stati prelevati circa 3 l di liquido ruminale).Una volta riempiti tutti i termos, sono 
stati portati il più velocemente possibile in laboratorio. L’operazione doveva durare al 
massimo 30 minuti. 
In laboratorio il liquido ruminale è stato nuovamente filtrato in un beker grosso (5 l), 
posto nel bagnetto a 39°C usando durante questa operazione un flusso di CO2. Al termine, il 
beker è stato coperto con il parafilm, per evitare l’ingresso di aria e mantenere le condizioni di 
anaerobiosi. 
3.4 Preparazione dei campioni il giorno dell’incubazione 
Come prima operazione sono stati accesi i bagnetti a 39°C, nei quali sono stati posti il 
beker grosso usato per il liquido ruminale, il matraccio grosso ed il bottiglione usatiperla 
soluzione finale. 
È stata poi preparata la soluzione riducente in un beker medio, composta da (quantità 
riferite ad 1 litro di soluzione finale): 
‐ 47.5 ml di acqua distillata (H2O), 
‐ 2 ml di sodio idrossido (NaOH 1N), 
‐ 0.336 g di sodio solfuro nonaidrato (Na2S-9H2O). 
Per i 5 l totali di soluzione finale sono dunque necessari 237.5 ml di acqua distillata, 10 
ml di sodio idrossido e 1.68 g di sodio solfuro nonaidrato. 
In seguito, in un matraccio è stata preparata una soluzione, che assieme alla riducente, 
andrà a costituire la soluzione finale, cioè il tampone Menke o buffer. Per ogni litro di 
soluzione finale desiderata sono state utilizzate le seguenti quantità, aggiunte in questo ordine: 
 475 ml di acqua deionizzata a 39°C, 
 0.12 ml della soluzione microminerale, 
 240 ml della soluzione macrominerale a 39°C, 
 240 ml della soluzione tampone a 39°C, 
 1.22 ml di soluzione di resazurina. 
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In totale sono stati preparati 5 litri e sono stati necessari 3900 ml di soluzione (100 ml x 
39 bottiglie). 
La soluzione è stata posta nel bagnetto a 39°C, ricoperta con il parafilm ed è stata fatta 
gorgogliare al suo interno, per almeno un minuto, la CO2. A questa soluzione è stata in 
seguito aggiunta la riducente, insufflando continuamente CO2. È stato poi agitato il matraccio. 
A questo punto si è verificato il viraggio di colore da blu a rosa fino all’incolore. 
Successivamente sono stati aggiunti 500 ml di liquido ruminale filtrato, continuando ad 
insufflare CO2 per 15 minuti circa. Il rapporto tra medium e liquido ruminale è 2:1. 
Infine, la soluzione ottenuta è stata posta nel contenitore e collegata al dosatore. Ogni 
travaso deve essere svolto sotto il flusso della CO2 ed occorre far scendere i liquidi lungo la 
parete della bottiglia. 
Prima di iniziare con l’incubazione sono stati prelevati i campioni di liquido ruminale, 
medium e miscela di liquido ruminale e medium. 
Per questi prelievi sono state preparate: 
 2 provette da 10 ml per l’azoto ammoniacale (N-NH3), le quali dovevano contenere 5 
ml della matrice e 1 ml di acido metafosforico al 25%; 
 2 provette da 10 ml per gli acidi grassi volatili (AGV), le quali dovevano contenere 5 
ml della matrice e 1 ml di acido metafosforico al 25%; 
 2 falcon da 50 ml, per il prelievo di 40 ml della matrice con 8 ml di acido 
metafosforico al 25%. 
Inoltre è stato misurato il pH del medium, del liquido ruminale e della miscela. 
3.5 Incubazione 
3.5.1 Sistema di misurazione del gas: Ankom
RF
 Gas Production System 
La produzione dei gas è stata misurata tramite la strumentazione chiamata “AnkomRF 
Gas Production System” (Ankom Technology® New York, USA), costituita da tre elementi: 
1. Bottiglie di vetro o giare, 
2. Moduli attivi 
3. Centralina wireless 
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Figura 7. Ankom
RF
 Gas Production System. 
 
Le bottiglie di vetro o giare hanno una capacità di 310 ml, al cui interno è incubato il 
substrato con il liquido di fermentazione. 
Ogni bottiglia è dotata di un modulo che ne consente la chiusura ermetica. Nel modulo è 
presente un sensore di pressione, espressa in psi o bar, una scheda elettronica e una batteria 
ricaricabile che è la fonte di alimentazione per la valvola di sfiato e il collegamento wireless. 
In ogni modulo sono inoltre presenti tre aperture che consentono di misurare e trasmettere i 
dati: 
1. il primo foro comunica con il sensore di pressione, 
2. il secondo è collegato all’elettrovalvola di sfiato, 
3. il terzo foro permette l’attacco dall’esterno del condotto adduttore di CO2per 
creare un ambiente anerobico. 
La centralina wireless, infine, permette ad ogni modulo di trasmette i dati al computer, 
in cui è installato l’apposito software della ditta Ankom Technology®, che li registrerà. Il 
software permette di regolare la pressione di rilascio delle elettrovalvole, di impostare 
l’intervallo di registrazione dei dati, di controllare eventuali malfunzionamenti dei moduli e il 
livello di carica delle batterie. 
Al termine dell’incubazione è possibile inoltre creare un foglio Excel standard, in cui 
sono riportati i dati rilevati durante il test (Ankom Technology
®
, 2012). 
3.5.2. Procedure di incubazione 
In totale sono state utilizzate 39 bottiglie, di cui 36 riempite con 1 g di dieta, 50ml di 
liquido ruminale, 100 ml di tampone Menke (o buffer) e la quantità prestabilita di additivo (30 
bottiglie con le replicazioni per ogni composto e dosaggio e 6 contenti solo la dieta, senza 
nessun additivo). Le rimanenti 3 bottiglie, sono dei bianchi, contenenti cioè solamente liquido 
ruminale e tampone. La pressione di rilascio del gas prodotto nelle bottiglie è stata impostata 
a 1psi o 6.8kPa, con tempo di apertura della valvola di 150 msec.Il liquido ruminale è stato 
prelevato da tre Frisone in asciutta a digiuno dalla sera prima, tramite sonda esofagea, prima 
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del pasto. Il tempo di incubazione è stato di 24 ore e sono state effettuate quattro replicazioni 
della prova. È stato utilizzato un incubatore in cui sono state poste le bottiglie in modo 
casuale, su due ripiani. 
Prima di tutto è stata controllata la connessione wireless e la carica della batteria del 
modulo zero, un’operazione che verrà poi ripetuta per tutte le bottiglie. 
In seguito ciascuna bottiglia è stata riempita delicatamente con la quantità prestabilita di 
miscela di liquido ruminale e medium, insufflando CO2per creare un ambiente anaerobico. È 
stata posta poi all’interno dell’incubatore dopo essere stata richiusa con il modulo 
corrispondente. 
3.6 Campionamento dei gas e del liquido residuo di fermentazione 
La prima operazione effettuata a termine del tempo di incubazione è stato il prelievo di 
10 ml di gas dal setto poroso della bottiglia, tramite una siringa, iniettatodoli poi in una 
provetta. Successivamente si è proceduto con i seguenti prelievi per ognuna delle bottiglie: 
 tramite pipetta eppendorf sono stati prelevati 5 ml di liquido di fermentazione da 
inserire nella provetta per l’N-NH3, contenente 1 ml di acido metafosforico; 
 sempre utilizzando la pipetta eppendorf sono stati prelevati altri 5 ml di liquido di 
fermentazione da inserire nella provetta degli AGV, con all’interno 1 ml di acido 
metafosforico; 
 sono stati prelevati infine, utilizzando una siringa, 40 ml di liquido di fermentazione 
da inserire nella falcon, contenete 8 ml di acido metafosforico. 
Le falcon sono poi state bilanciate a coppie e poste nella centrifuga del laboratorio 
NIRS, impostata ad una temperatura di 4°C, con 2400 giri e un tempo di 10 minuti. 
Infine è stato rilevato il pH per ogni campione. 
3.7 Analisi 
1. METANO. I gas prodotti sono stati prelevati tramite delle siringhe e iniettati nelle 
provette in PET per il prelievo venoso con metodo sottovuoto. Le provette sono 
impermeabili ai gas ed hanno una chiusura di sicurezza costituita da un tappo interno 
in gomma morbida e un cappuccio esterno in plastica. I gas sono stati prelevati (2 µl) 
dalle provette tramite siringa da 10 µl e iniettati nel gas cromatografo. 
2. AZOTO AMMONIACALE (N-NH3). Il liquido residuo di fermentazione all’interno 
delle provette da 10 ml è stato analizzato con spettrofotometro. 
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3. ACIDI GRASSI VOLATILI (AGV). Il liquido di fermentazione contenuto nelle provette 
da 10 ml è stato analizzato tramite HPLC. 
4. pH. Il liquido residuo di fermentazione è stato analizzato con pHmetro dotato di 
particolare elettrodo a lancia. 
3.7.1 Analisi delle frazioni fibrose 
Il materiale di fermentazione residuo contenuto nelle bottiglie dopo i prelievi, è stato 
analizzato con il Fibertech. Il giorno precedente l’incubazione sono stati lavati i crogioli 
necessari con acqua deionizzata (lavaggio in flusso) ad acetone (lavaggio contro 
flusso)usando la beuta collegata alla pompa. Sono stati poi posti in stufa a 100°C per una 
notte. Il giorno seguente sono stati tolti dalla stufa sei crogioli alla volta, in quanto lo 
strumento ha la capacità di svolgere simultaneamente l’analisi di sei campioni,e posizionati 
all’interno dell’essiccatore, in assenza di umidità, fino a raggiungere la temperatura ambiente 
per essere pesati. 
I crogioli sono stati poi inseriti nel Fibertech e sono stati riempiti con il liquido di 
fermentazione residuo nelle bottiglie, sciacquandole adeguatamente per recuperare tutto il 
residuo di fermentazione. Successivamente, grazie ad una pompa a vuoto, è stato tolto il 
liquido in eccesso lasciando nel crogiolo solo il materiale solido. A questo punto è stata 
aggiunta ai crogioli la stessa quantità di detergente neutro (soluzione NDF) e 0.5 ml di -
amilasi per degradare l’amido. I crogioli sono stati poi lasciati in ebollizione per un’ora e al 
termine di questo tempo, sono stati filtrati, grazie al setto poroso sul fondo del crogiolo stesso. 
Infine sono stati eseguiti i lavaggi della colonna del Fibertech con dell’acqua bollente 
per togliere eventuali residui dalla stessa, terminando con un lavaggio di acetone per 
eliminare residui di acqua. 
I crogioli, dopo che l’acetone è evaporato, sono stati inseriti in stufa a 100°C e pesati 
dopo l’essiccamento e il raffreddamento nell’essiccatore, il giorno successivo. Questo 
passaggio ha permesso di conoscere la quantità di NDF degradabile contenuta nel campione. 
In seguito sono stati posti in muffola a 550°C per 6 he pesati nuovamente, sempre previo 
passaggio nell’essiccatore. Questa ulteriore operazione ha reso possibile la determinazione 
delle ceneri totali sull’ NDF degradabile. 
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3.7.2 Calcolo del valore di NDFd e TDMd 
La degradabilità dell’NDF (NDFd) e la degradabilità “vera” della sostanza secca 
(TDMd) sono state calcolate utilizzando le equazioni di Goering e Van Soest (1970), di 
seguito riportate: 
NDFd (g/kg SS) = 1000 ∗  𝑁𝐷𝐹𝑖𝑛𝑐.−𝑁𝐷𝐹𝑟𝑒𝑠. 𝑆𝑆𝑖𝑛𝑐.  ; 
TDMd (g/kg SS) = 1000 ∗  𝑆𝑆𝑖𝑛𝑐.−𝑁𝐷𝐹𝑟𝑒𝑠. 𝑆𝑆𝑖𝑛𝑐.  ; 
in cui NDFinc. è la quantità di NDF incubata con l’alimento, NDFres. è la quota residua 
a termine dell’incubazione e SSinc. è la quantità di sostanza secca incubata. 
3.7.3Analisi statistica 
I dati sono stati analizzati tramite la procedura PROC MIXED del pacchetto SAS (SAS 
Institute, 2007), valutando l’effetto del trattamento (n=11; 5 additivi x 2 dosaggi + 1 
controllo) 
Il trattamento è stato considerato come effetto fisso, mentre l’incubazione (n=4; gl=3) 
come effetto random. 
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Tabella 2. Meta analisi in vitro. 
Autore Animale donatore e 
metodo 
Prodotti e dosaggi Azienda 
fornitrice 
Diluito in CH4 Effetto su AGV 
Agarwal et 
al., 2009. 
AFST 
Bufalo; 
Siringhe 
Olio di menta piperita 
0; 0,33; 1; 2 microlitri/ml fluido incubato 
(9,9; 30; 60 microlitri totali) 
  si -CH4 da 55 a 13 ml/g SS 
-Ac aumentato (da 72 a75%) 
-Pr ridotto (da 21 a 18%) 
-Ac:Pr aumentato (da 3:3 a 4:1) 
Benchaar et 
al., 2007. 
CJAS 
Vacche da latte (liquido 
ruminale prelevato 2 ore 
dopo l'alimentazione); 
gruppo di coltura: 
bottiglie di siero (50 ml) 
olio di foglia di chiodi di garofano (200 
mg/l); 
cannella (400 mg/l); 
olio di arancio dolce (200 mg/l;), 
olio origano (200 mg/l); 
olio timo (200 mg/l); 
eugenolo (800 mg/l;), 
carvacrolo (400 mg/l); 
cinnamaldeide (200 mg/l); 
timolo (200 mg/l) 
Pancosma etanolo no pH bassi; 
carvacrolo ed eugenolo effetti forti 
su AGV; 
pH diversi dalla prova di tesi 
Bodas et al., 
2008. 
AFST 
Pecore; 
gruppo di coltura 
Cardus pycnocephalus, Populus trenula, 
Quercus robur, Rheum nobile, S. caprea 
(50 mg campione con 500 mg SS 
substrato 10+40 ml fluido ruminale) 
(Rumenup 
collections) 
Polvere 
secca 
si No inibizione AGV e totale GP; 
CH4 inibito da Rheum nobile, 
Cardus pycnocephalus, Populus 
trenula 
Busquet et 
al.,  2005b. 
JDS 
Vacche da latte; 
1) gruppo di colture (90 
ml), 
2) sistema continuo (8 
bottiglie, 1320 ml) 
3, 30, 300, e 3000 mg/l di fluido di cultura 
(usati 50 ml di liquido di fermentazione e 
0,5 g dieta); 
olio d’aglio (GAR), diallil-sulfide (DAS), 
diallil-disulfide (DAD), allicina (ALL), e 
allil-mercaptano (ALM) 
Pancosma etanolo si Soprattutto olio di aglio; 
gli altri a 300 mg/l e 3000 mg/l 
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Autore Animale donatore e 
metodo 
Prodotti e dosaggi Azienda 
fornitrice 
Diluito in CH4 Effetto su AGV 
Busquet et 
al., 2005a. 
JDS 
Manze; 
Sistema continuo 
(8 bottiglie, 1320 ml) 
Cinnamaldeide: 31,2 e 312 mg/l 
Olio di aglio: 31,2 e 312 mg/l 
Pancosma etanolo si Aglio ha poco effetto a basso 
dosaggio (alto dosaggio in vivo, 
circa 1 g); cinnamaldeide più 
efficace a basso dosaggio 
Busquet et 
al., 2005. 
AFST 
Bovini da latte; 
Doppio flusso 
1) Il fieno greco, olio cade, l'olio di 
germogli di chiodi di garofano, olio di 
aneto, olio di zenzero e olio di pianta di tè. 
2) composti attivi di piante: benzil-
salicilato, anetolo, carvacrolo, 
cinnamaldeide, eugenolo e d-carvone (75 
mg/kg di SS) 
Axiss Olio di 
girasole; 
in acqua 
quelli 
idrosolubili 
no Effetto dell’olio di cade su Ac: Pr; 
Effetto olio di chiodi di garofano 
su vari parametri AGV; 
cinnamaldeide: effetto su Ac e Bu 
Busquet et 
al., 2006. 
JDS 
Vacche da latte; 
Bottiglie da 90 ml 
olio di anice, olio cade, olio di 
peperoncino, olio di cannella, olio di 
germogli di chiodi di garofano , olio di 
aneto, fieno greco, olio di aglio, olio di 
zenzero, olio di origano, olio di pianta di 
tè, yucca e metaboliti vegetali secondari 
(anetolo, benzil salicilato, carvacrolo, 
carvone, cinnamaldeide e eugenolo). 
Ogni trattamento è stato fornito a 3, 30, 
300, e 3000 mg/l liquido totale cultura, 
cioè 0,15 -1,5 - 15 e 150 mg ogni 0,5 g di 
dieta. 
Pancosma Olio di 
girasole; 
in acqua 
quelli 
idrosolubili 
no pH bassi; 
AGV totali diminuiscono con 300 
mg/l di carvacrolo, olio di 
germogli di chiodi di garofano , 
origano, anetolo. 
A 3000 mg/l diminuisce Pr. 
Ac: effetti a 300 e 3000 mg/l (cala) 
Pr: a 300 e 3000 mg/l aumenta con 
benzil salicilato, eug., cinn., fieno 
gr. e origano; cala con gli altri. 
Bu: effetti a 3000 mg/l 
Cardozo et 
al., 2004. 
JAS 
Vacche da latte; 
Bottiglie da 1320 ml 
MIX; estratti di aglio (GAR); cannella 
(CIN); yucca (YUC); anice (ANI), 
origano (ORE) e pepe. 
15 mg / kg SS (campione incubato: 95 g 
SS = 1,4 mg) per il MIX 
7,5 mg/kg SS per i singoli estratti (=0,7 
mg) 
Axiss Olio di 
girasole o 
acqua 
no CIN, GAR, ORE, e ANI 
modificano proporzione di Ac, Pr e 
Bu tra i 2 e i 6 giorni di 
fermentazione. 
Dopo però scompaiono (studi in 
vitro troppo brevi) 
  
 43 
Autore Animale donatore e 
metodo 
Prodotti e dosaggi Azienda 
fornitrice 
Diluito in CH4 Effetto su AGV 
Cardozo et 
al., 2005. 
JAS  
Bovini da carne; 
Provette 
Aglio, yucca, cannella, eugenolo, anice, 
origano, peperoncino, cinnamaldeide, 
anetolo 
0,3; 3; 30; 300 mg/l 
Pancosma etanolo no pH dipendenti 
Castillejos 
et al., 2005. 
AFST 
Vacche; 
Doppio flusso1320 ml 
Crina per ruminanti 
3,3-6,5 mg / d 
Akzo  no Concentrazione totale di AGV più 
alta che nel controllo; Pr uguale 
Castillejos 
et al., 2006. 
JDS 
Vacche da latte; 1320 ml 
(95 g di dieta) 
1) 5,50,500, 5000 mg/l di liquido coltura 
di eugenolo, guaiacolo, limonene, 
vanillina, timolo 
2) monensin, timolo, eugenolo 
(0,25 2,5 25 e 250 mg / 0,5 g di dieta) 
Sigma 
Aldrich 
etanolo no 1) gua.: 500 mg/l; eug.:500 e 5000 
mg/l; van.:500 mg/l; tim.:500 e 
5000 mg/l; lim.: 50 e 500 mg/l 
calano AGV tot e Ac:Pr; 
2) tim. 500 mg/l, simile a 
monensin 
Castillejos 
et al., 2007. 
AFST 
Vacca; 
Bottiglie da1320 ml 
5, 50, 500 mg/l   no Al dosaggio < AGV aumentati 
(Ac) 
Castillejos 
et al., 2008. 
AFST 
Vacche da latte; 
Provette da 75 ml 
0,25 2,5 25 mg/0,5 g dieta 
10 oli essenziali 
Sigma Etanolo 
 
no Timo aumenta AGV 
Olio di santoreggia aumenta AGV, 
Ac a dosaggi maggiori. 
Lavandula, rosmarino,pianta di tè a 
dosaggio maggiore aumentano Pr e 
diminuiscono Ac:Pr. 
(sempre pH bassi) 
Chaves et 
al., 2008 . 
CJAS 
Vacche da latte; 
Palloni (2 l) 
anetolo, olio di cannella, aglio, olio di 
bacche di ginepro, e p-cimene 
20, 100, 250 mg/l, senza campione 
alimentare 
Pancosma 
 
etanolo si -CH4 effetti con tutti gli oli 
-Ac:Pr aumenta con aglio e 
cannella 
pH alti (no alimenti incubati) 
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Autore Animale donatore e 
metodo 
Prodotti e dosaggi Azienda 
fornitrice 
Diluito in CH4 Effetto su AGV 
Fraser et 
al., 2007. 
JDS 
Sistema continuo, Rusitec, 
Doppio flusso 
(2h dopo l’alimentazione) 
cannella 
500 mg / L colture di fluido ruminale (da 
risultati di screening) (350 mg se si 
considerano 700 ml di liquido ruminale, 
460 mg se si considera tutto il liquido, 
ovvero 920 ml) 
Pancosma 
 
 si Ac:Pr quadruplicato (Rusitec) 
 
Hristov et 
al., 2008. 
AFST 
Vacche da latte (2h prima 
alimentazione); 
Bottiglie da 50 ml 
basilico, bergamotto, canfora, cumino, 
legno di cedro, cannella, citronella, chiodi 
di garofano, eucalipto, frankmyrrh, 
gardenia, hibiscus, caprifoglio, gelsomino 
(coltura 1); 
ginepro, lavanda, citronella, lilla, giglio, 
magnolia, muschio, neroli, noce moscata, 
origano, patchouli, menta piperita, arancio 
dolce (coltura 2);  
e petit grain, rosmarino, rose de prov, rose 
geran, salvia, legno di sandalo, siberian 
pine, menta, mandarino, tea tree, timo, 
winter green, ylangylang. 10 e 100 mg/l 
soluzione finale; (corrispondenti a 0,15; 
0,30; 3 e 60 mg) 
The 
essential 
oil 
company 
soluzione no no 
Kongmun et 
al., 2010. 
LS 
Bufalo (prima 
dell’alimentazione) 
Bottiglie da 50 ml 
Aglio in polvere, olio di cocco 
(16 mg cocco; 8mg cocco:4mg aglio; 4mg 
cocco:8mg aglio; 16mg aglio per 200 mg 
dieta) 
  si Ac diminuisce con aglio 
Pr 
Ac:Pr cala con aglio 
CH4 cala con aglio 
Kung et al., 
2008. 
JDS 
Manzo; 
Provette da 90 ml 
Crina per ruminanti 
0,044 mg/kg SS, 1,111 mg/kg SS . 
campione incubato: 0.5 g SS 
   Ac cala 
Pr aumenta 
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Autore Animale donatore e 
metodo 
Prodotti e dosaggi Azienda 
fornitrice 
Diluito in CH4 Effetto su AGV 
Lourençoet 
al., 2008. 
JAS 
Vacche da latte; 
Doppio flusso 
saponine, quercetina, eugenolo e 
cinnamaldeide (500 e 1000 mg/l; 250 e 
500; 250; 500) (1,6 g/giorno; 0,8 g/d; 3,2 
g/d) 
Sigma; 
Pancosma 
 
 no Quercetina aumenta 
concentrazione di AGV 
cinnamaldeide cala AGV 
saponine aumentano AGV a 1000 
mg (non a 500 mg) 
Mohammed 
et al., 2004. 
JAS 
Vacche da latte; 
Bottiglie da 60 ml; 
(amido di mais) 
Olio di rafano giapponese 
(0,17g/l cioè 5,1 mg con 200 mg di dieta; 
25,5 mg; 51mg) 
  si CH4 cala 
Soliva et al., 
2011.  
BJN 
Vacche da latte ; 
Pseudo-Rusitec 
Aglio e composti puri 
300 mg di aglio/l incubazione/giorno 
75; 150; 300 mg/l/d 
DSM, 
Aeterische 
oele, 
Sigma 
 si -Ac ridotto(con aglio, i singoli 
composti a volte lo aumentano) 
-Pr meno effetti 
-CH4 aglio forti effetti (da 8 mM a 
0,7); i composti hanno effetti 
minori (acido chenico non ha 
effetto) 
Spanghero 
et al., 2008. 
AFST 
Vacche da latte / bovini 
da ingrasso; 
Provette da 100 ml 
Miscela: origano, cannella, timo, buccia 
d'arancia 
(8,16, 24 32 microlitri / tubo) con 0,5 g 
dieta 
  no -Ac:Pr ridotto 
-a pH bassi (5,5) effetto maggiore 
Ac= acido acetico; Pr= acido propionico; Bu= acido butirrico; SS= sostanza secca; AGV= acidi grassi volatili, GP= gas prodotto; AFST= Animal 
Feed Science and Technology; CJAS= Canadian Journal of Animal Science; JDS= Journal of Dairy Science; JAS= Journal of Animal Science; 
LS= Livestock Science; BJN= British Journal of Nutrition. 
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4. Risultati e Discussione 
4.1 Effetto degli additivi sulla degradabilità in vitro 
La degradabilità dell’NDF (NDFd, g/kg SS) in vitro è stata fortemente influenzata dal 
tipo di trattamento (P<0.001). In particolare, come si può notare nel grafico che segue 
(Grafico 1a), l’effetto del limonene alla dose più elevata è risultato altamente significativo 
(P<0.001), e rispetto alla degradabilità media del controllo, pari a 410 g/kg SS, usato come 
riferimento, l’NDFd è stata di 127 mg/g SS. Significativi, anche se in maniera minore, sono 
stati anche gli effetti ad elevato dosaggio dell’eugenolo (P=0.016) e del monensin (P=0.026), 
per i quali la degradabilità dell’NDF è risultata rispettivamente pari a 347 e 350 g/kg SS. In 
tutti gli altri casi non si sono osservati effetti significativi rispetto al controllo. Nessun 
additivo ha modificato la degradabilità dell’NDF al dosaggio basso.  
Grafico 1a. Effetto dei cinque additivi sulla degradabilità dell’NDF (g/kg di SS 
incubata). 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
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Nei contrasti esaminati nel modello, inoltre, è emerso essere altamente significativo 
l’effetto dell’alto dosaggio rispetto al controllo (P<0.001). L’effetto del basso dosaggio 
rispetto al controllo, seppur significativo, è stato più contenuto (P=0.048). 
Per quanto riguarda la degradabilità “vera”della sostanza secca (TDMd, g/kg SS), come 
atteso, i risultati hanno evidenziato lo stesso andamento dell’NDFd. Anche in questo caso 
l’effetto del trattamento è stato altamente significativo (P<0.001), e rispetto al controllo, è 
risultato più marcato l’effetto dell’alto dosaggio (P<0.001) rispetto a quello del basso 
dosaggio (P=0.05). 
Come si può notare dal Grafico 1b, riportato di seguito, il limonene ad alto dosaggio ha 
avuto l’effetto maggiore (P<0.001) sulla TDMd media rispetto al controllo (782 vs. 674 mg/g 
SS), in conseguenza dell’effetto marcato sulla degradabilità dell’NDF. Rilevanti sono risultati 
poi gli effetti dell’alto dosaggio di eugenolo (P=0.017) e di monensin (P=0.028), per i quali si 
sono osservati valori di TDMd pari a 758 e 755 g/kg SS, rispettivamente. Per gli altri 
trattamenti non sono invece stati riscontrati effetti rilevanti. 
Grafico 1b. Effetto dei cinque additivi sulla degradabilità “vera” della sostanza secca 
(TDMd), espressa in g/kg di SS. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie).  
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Come noto, la digeribilità dell’alimento dipende strettamente dall’attività dei 
microrganismi ruminali. L’aggiunta di sostanze ad azione antimicrobica può andare ad 
influenzare questo parametro e avere conseguenze sull’ingestione alimentare (Oh et al., 
1967). Ad esempio l’effetto fortemente inibitorio del limonene (e di altri idrocarburi 
monoterpeni) sull’attività dei microrganismi è confermato anche da Oh et al. (1967) e 
Wanapat et al. (2008), i quali hanno individuato una diminuzione della degradabilità 
all’aumentare della concentrazione dell’essenza. Anche Beauchemin e McGinn (2006) hanno 
riscontrato una diminuzione della degradabilità dei nutrienti con l’impiego di oli essenziali. 
L’effetto della cinnamaldeide in questo caso non è stato influente né sulla quota di NDF 
degradata né su quella di TDM. Al contrario però, Tager e Krause (2011) hanno osservato 
che, in miscela con l’eugenolo (1.700 mg di cinnamaldeide e 2.800 mg di eugenolo), la 
cinnamaldeide riduceva la degradabilità della fibra. 
L’azione del monensin sulla riduzione della degradabilità dell’NDF e della TDM ad alti 
dosaggi, può essere invece attribuita al fatto che, come ampiamente confermato in letteratura, 
tale antibiotico altera la popolazione ruminale. Infatti esso va ad inibire la crescita di batteri 
cellulosolitici e Gram-positivi, e di conseguenza diminuiscono sia la degradabilità della fibra 
che l’ingestione di alimento (Busquet et al., 2005a; Vezzani, 2006). 
Da sottolineare anche l’effetto dei composti dell’aglio, che hanno note e confermate 
proprietà di riduzione delle emissioni di metano, senza però influire sulla degradabilità 
dell’NDF, come osservato anche nel lavoro di Soliva et al. (2011). 
4.2 Effetto degli additivi sulla produzione totale di gas e di metano 
Le produzioni di gas totale e di metano sono state fortemente influenzate dal trattamento 
(P<0.001). Come osservato per i dati di degradabilità, l’effetto è risultato significativo solo 
per l’alto dosaggio (P<0.001). Il basso dosaggio, infatti, non è risultato significativo in nessun 
caso. 
Inoltre, indipendentemente dal dosaggio utilizzato, l’eugenolo non ha mostrato effetti 
significativi né sulla produzione di gas né su quella di metano. 
4.2.1 Effetto sulla produzione di gas 
Sulla produzione totale di gas sono risultati infatti essere altamente significativi gli 
effetti di allil-sulfide, cinnamaldeide, limonene e monensin ad alto dosaggio (P<0.001 per 
tutti i trattamenti), come si può osservare dal Grafico 2a.  
 50 
Grafico 2a. Produzione totale di gas durante il periodo di incubazione, espressa come 
ml/g di sostanza secca incubata. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
Una situazione simile si può rilevare anche quando la produzione di gas totale viene 
espressa sulla sostanza secca realmente degradata (ml/g TDMd) (Grafico 2b). 
Anche in questo caso gli effetti dell’alto dosaggio di allil-sulfide, limonene (P<0.001 
per entrambi) e cinnamaldeide (P=0.007) sono risultati altamente significativi. l’effetto del 
monensin è stato tendente alla significatività statistica (P=0.056). Il valore di gas più basso si 
è riscontrato con il limonene ad alto dosaggio (263 ml/g TDMd), seguito dall’allil-sulfide 
(300 ml/g TDMd), dalla cinnamaldeide (314 ml/g TDMd) e dal monensin (319 ml/g TDMd). 
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Grafico 2b. Produzione totale di gas nel periodo di incubazione, espressa come ml/g di 
sostanza secca realmente degradata. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
Dai risultati ottenuti si può notare come la degradabilità della fibra sia legata alla 
produzione di gas. Infatti al diminuire della degradabilità della fibra e della sostanza secca 
realmente digerita, la produzione di gas diminuisce. 
4.2.2 Cinetica della produzione di gas in vitro 
Di seguito sono riportati i grafici che mostrano la cinetica di produzione di gasin vitro 
per ogni additivo durante il tempo di incubazione (24 ore), espressa in ml/g SS. I dati sono 
stati ottenuti mediando i valori delle quattro incubazioni. La curva che rappresenta la cinetica 
di produzione di gas per ogni additivo, nei due dosaggi,è stata messa a confronto con quella 
del controllo.La produzione cumulata di gas nel controllo è risultata pari a 276 ml/g SS. 
Nel caso dell’impiego di allil-sulfide, dal Grafico 3a di seguito riportato, si può 
osservare che il basso dosaggio e il controllo hanno avuto pressoché lo stesso andamento 
nell’arco delle 24 ore di incubazione, in quanto non ci sono state differenze significative 
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(P=1.00), e di conseguenza anche i valori finali di gas ottenuti sono simili (276 vs. 273 ml/g 
SS).L’alto dosaggio, invece, ha ridotto la produzione dei gas fin dalle prime ore di 
incubazione. La produzione cumulata di gas a 24 ore è risultata significativamente inferiore 
rispetto al controllo (P<0.001; 235 vs. 276 ml/g SS). 
Grafico 3a. Cinetica della produzione di gas a 24 h con l’impiego di allil-sulfide (B= 
dosaggio basso; A= dosaggio alto). 
 
Un andamento analogo si può notare anche per la cinnamaldeide (Grafico 3b). Infatti le 
curve che raffigurano la cinetica di produzione del controllo e del basso dosaggio sono molto 
simili, e sovrapponibili per le prime 6 ore di incubazione. Dalla 6^ ora i campioni contenenti 
l’additivo nel basso dosaggio hanno prodotto un quantitativo leggermente superiore di gas 
rispetto al controllo (283 vs. 276 ml/g SS), senza però che questa differenza risulti 
significativa (P>0.05). 
La produzione di gas invece è molto più bassa fin dall’inizio dell’incubazione nel caso 
dell’alto dosaggio, con un valore cumulato a 24 ore significativamente minore rispetto al 
controllo (P<0.001; 241 vs. 276 ml/g SS).  
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Grafico 3b. Cinetica della produzione di gas a 24 h con l’impiego di cinnamaldeide 
(B= dosaggio basso; A= dosaggio alto). 
 
Similmente ai due casi precedenti, anche l’eugenolo ha mostrato lo stesso andamento 
nella cinetica di produzione di gas (Grafico 3c).Anche in questo caso la produzione di gas del 
controllo e del basso dosaggio sono risultate molto simili fin dall’inizio dell’incubazione. Non 
ci sono state infatti differenze significative tra i valori cumulati di gas rilevati a 24 ore 
(P=1.00). 
L’alto dosaggio ha mostrato invece una produzione più rallentata per le prime 6-8 ore, 
per poi assumere lo stesso andamento degli altri 2 trattamenti(Grafico 3c). Inoltre per 
l’eugenolo, l’alto dosaggio non è stato significativo sul valore di gas finale ottenuto, rispetto 
al controllo (P=0.33; 259 vs. 276 ml/g SS). 
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Grafico 3c. Cinetica della produzione di gas a 24 h con l’impiego di eugenolo (B= 
dosaggio basso; A= dosaggio alto). 
 
Il limonene presenta la stessa situazione degli altri additivi nel caso del basso dosaggio, 
poiché anche in questo caso non ci sono differenze significative (P=1.00) tra le produzioni 
cumulate di gas del controllo e della dose bassa. Infatti come si può notare dal Grafico 3d, di 
seguito riportato, le due curve del controllo e dose bassa hanno lo stesso andamento e dalla 
18^ ora di incubazione sono pressoché sovrapponibili. 
Nel caso dell’alto dosaggio, la produzione di gas a 24 ore è stata significativamente più 
bassa rispetto al controllo (P<0.001; 179 vs. 276 ml/g SS) e molto rallentata soprattutto nelle 
prime 12 ore di incubazione. Attorno alla 6^ ora il gas prodotto inizia ad aumentare 
progressivamente, ma rimanendo tuttavia su valori notevolmente più bassi rispetto alle altre 
due curve riportate nel Grafico 3d. 
Questo fatto sta ancora una volta a confermare il potente effetto antimicrobico del 
limonene, che va ad agire probabilmente sui microrganismi del rumine con la conseguente 
depressione delle fermentazioni ruminali. 
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Grafico 3d. Cinetica della produzione di gas a 24 h con l’impiego di limonene (B= 
dosaggio basso; A= dosaggio alto). 
 
Anche il monensin, infine, non ha mostrato differenze significative tra la curva del 
controllo e del basso dosaggio (P=0.79), che come si può vedere dal Grafico 3e, sono anche in 
questo caso molto simili. 
L’alto dosaggio ha dato un valore cumulato a 24 ore significativamente diverso dal 
controllo (P<0.001; 242 vs. 276 ml/g SS). Come si può osservare dal Grafico 3e, che segue, 
nelle primissime ore di incubazione la produzione di gas dei due dosaggi impiegati è risultata 
sostanzialmente la stessa e leggermente inferiore rispetto al controllo. Ma dalla 5^ ora di 
incubazione, il basso dosaggio è diventato molto più simile al controllo nella produzione di 
gas. Da questo momento infatti il monensin nella dose alta produrrà un quantitativo inferiore 
di gas e questo aspetto diventa sempre più marcato dalla 12^ ora di incubazione. 
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Grafico 3e. Cinetica della produzione di gas a 24 h con l’impiego di monensin (B= 
dosaggio basso; A= dosaggio alto). 
 
Si può dunque concludere che la cinetica di produzione di gas per tutti gli additivi 
appartenenti al gruppo “basso dosaggio” è simile a quella osservata con il controllo, oltre che 
per l’andamento anche per i valori ottenuti. L’alto dosaggio nel caso di allil-sulfide, 
cinnamaldeide ed eugenolo ha avuto pressoché lo stesso andamento del controllo e dei 
rispettivi dosaggi bassi, attestandosi però su valori più bassi. Invece per il limonene e 
monensin l’alto dosaggio ha mostrato un andamento abbastanza diverso rispetto a controllo e 
dose bassa, molto più evidente soprattutto nel caso del limonene, in cui la produzione 
cumulata di gas è stata notevolmente più bassa e molto più rallentata inizialmente. 
4.2.3 Effetto sulla produzione di metano 
La produzione di metano nel controllo è stata pari a 39,4 ml/g SS. 
Allil-sulfide, cinnamaldeide, limonene e monensin,tutti ad alto dosaggio, hanno avuto 
notevoli effetti sulla produzione di metano(per tutti P<0.001), come si può vedere dal Grafico 
4a. Come nel caso della produzione totale di gas, il limonene nella dose alta ha comportato la 
minor produzione di metano per grammo di sostanza secca incubata, 22.7 ml/g SS, il secondo 
valore più basso, pari a 26.9 ml/g SS è da attribuire all’allil-sulfide ed infine troviamo il 
monensin e la cinnamaldeide con rispettivamente 31.7 e 33.8 ml/g SS.  
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Grafico 4a. Produzione di metano (CH4) espressa in ml/g di sostanza secca incubata. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (*** P<0.001; ** P 0.01-0.001; * P 0.05-0.01). SEM = standard error of the means 
(errore standard delle medie). 
 
Allo stesso modo, la produzione di metano riferita alla sostanza secca realmente 
degradata (TDMd) è risultata essere simile alla quantità prodotta per g di SS incubata. 
Si può infatti osservare nel Grafico 4b che l’alto dosaggio di allil-sulfide, limonene e 
monensin ha avuto effetti altamente significativi (P<0.001 per tutti i trattamenti) sulla 
produzione di metano per g di SS incubata. Diversamente da quanto è accaduto nel caso 
precedente, l’effetto della cinnamaldeide ad alto dosaggio è stato meno accentuato, ma 
comunque significativo (P=0.038). 
Nel controllo il valore di metano è stato pari a 50.1 ml/g TDMd, mentre nel caso dei 
trattamenti significativi, i valori più bassi sono stati riscontrati con il limonene (33.0 ml/g 
TDMd) e l’allil-sulfide (34.3 ml/g TDMd) e infine il monensin (40.8 ml/g TDMd) e la 
cinnamaldeide (44.0 ml/g TDMd). 
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Grafico 4b. Produzione di metano (CH4) espressa in ml/g di TDMd. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
Nel Grafico 4c è riportata la proporzione di metano sul totale del gas prodotto (ml/100 
ml di GP). La proporzione di metano prodotta dal controllo è risultata di 14,4 ml/100 ml di 
GP. La quantità minore di metano è stata di 11,5 ml/100 ml di GP, registrata per l’alto 
dosaggio di allil-sulfide (P<0.001). Anche il limonene al dosaggio più alto ha avuto un effetto 
significativo (P=0.002), con una proporzione di metano pari a 12,5 ml/100 ml di GP.  
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Grafico 4c. Produzione di metano (CH4) espressa in percentuale rispetto alla 
produzione totale di gas. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
Si può notare dai dati ottenuti che la degradabilità ha un effetto rilevante anche sulla 
produzione di metano, oltre che sul gas totale. Quando diminuisce infatti la degradabilità della 
fibra, la produzione di metano sia in termini assoluti (ml/g SS e ml/g TDMd) che in termini 
relativi (ml/100 ml GP) diminuisce. 
I risultati ottenuti per la produzione di gas totale e di metano risultano essere in linea 
con quanto si riscontra in letteratura. Anche in letteratura infatti si evidenzia come 
impiegando dosaggi elevati di additivi, l’effetto sulla produzione di metano è maggiore, 
rispetto alle dosi più basse (Castro-Montoya et al., 2012). 
Busquet et al. (2005b) hanno rilevato una diminuzione del 74% del metano prodotto in 
vitro usando una dose di 300 mg/l di dialli-disulfide (componente principale dell’aglio), ma i 
risultati ottenuti in vivo da van Zijderveld et al. (2011) sembrano non confermare questo dato. 
Lo stesso effetto positivo di riduzione del metano prodotto è stato riscontrato anche da altri 
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Autori, che riportano una diminuzione di circa il 70% rispetto al controllo nel caso della 
cinnamaldeide e degli oli estratti dall’aglio (Calsamiglia et al., 2007; Chaves et al., 2008; 
Castro-Montoya et al., 2012). 
Anche il monensin ha avuto un effetto significativo sulla produzione di gas e metano, 
anche se in misura minore rispetto ai componenti dell’aglio. Questo avviene soprattutto 
perché la modalità d’azione dei due additivi è diversa. Come ampiamente dimostrato in 
bibliografia, il monensin inibisce direttamente i batteri Gram-positivi, favorendo i Gram-
negativi, comportando pertanto una diminuzione del rapporto acetato:propionato e una minore 
emissione di metano (Callaway et al., 2003; Piva et al., 2004; Vezzani, 2006). 
I componenti dell’aglio, invece, sembrano agire direttamente sugli Archaea, secondo 
quanto riportato da vari Autori (Busquet et al., 2005a; Odongo et al., 2007; Chaves et al., 
2008). Anche McGinn et al. (2004) hanno confermato la capacità del monensin di ridurre la 
quota di metano prodotto, circa di 8.6 g/kg SS ingerita, ma diventa inefficace se combinato ad 
una dieta concentrata (Durmic et al., 2013). Contrariamente a quanto accaduto in questa 
prova, Chiquette e Benchaar (2005) hanno riportato che anche l’eugenolo, a concentrazioni di 
500-600 mg/l di liquido di fermentazione, diminuisce la produzione in vitro di metano del 
42%. Tali dosaggi sono comunque più elevati di quelli utilizzati nella presente prova (20 e 
200 mg/l di liquido di fermentazione).  
Infine, il limonene ha evidenziato effetti molto forti sulla riduzione della produzione 
totale di gas e di metano. Ciò potrebbe avvenire, secondo quanto ipotizzato da Crane et al. 
(1957), in virtù dell’effetto antimicrobico e altamente tossico che questo composto ha sulla 
popolazione microbica ruminale in grado di convertire l’acido acetico in metano. 
4.3 Effetto degli additivi sui parametri di fermentazione: pH e N-NH3 
L’effetto degli additivi sui parametri di fermentazione considerati, cioè il pH e l’azoto 
ammoniacale (N-NH3), si è rivelato poco rilevante. 
Per il pH l’effetto del trattamento ha mostrato una significatività pari a P=0.003, ma in 
questo caso il contrasto tra controllo e alto dosaggio non è risultato significativo (P=0.08).  
Come si può osservare dal Grafico 5a, che segue, nessuno dei trattamenti è risultato 
significativo. 
I valori di pH rilevati nei liquidi di fermentazione al termine dell’incubazione variano 
da un valore minimo di 6.81 per le bottiglie contenenti il basso dosaggio di limonene e di 
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monensin, ad uno massimo di 6.86, nel caso dell’allil-sulfide e del limonene ad alto dosaggio. 
Il valore per le bottiglie di controllo è risultato pari a 6.83. 
Grafico 5a. Valori del pH. 
 
L’effetto del trattamento sul contenuto di azoto ammoniacale (N-NH3) dei liquidi di 
fermentazione al termine dell’incubazione è risultato anch’esso al limite della significatività 
(P=0.045). Il confronto tra i valori del gruppo di controllo e degli gruppo “alto dosaggio” è 
risultato significativo (P=0.040). 
Come per il pH, nessun additivo ha avuto un effetto significativo sulla quantità di azoto 
ammoniacale, indipendentemente dal dosaggio impiegato. 
Come si può vedere dal Grafico 5b, il valore di N-NH3 rilevato nel controllo è risultato 
pari a 183 mg/l; i valori più bassi sono stati riscontrati per l’alto dosaggio di cinnamaldeide 
(153 mg/l) e di limonene (154 mg/l), mentre quelli più elevati sono stati forniti dalle bottiglie 
contenenti il basso dosaggio di monensin (195 mg/l) e di cinnamaldeide (194 mg/l). 
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Grafico 5b. Azoto ammoniacale (N-NH3) espresso in mg/l. 
 
Questi risultati sono in linea con quanto si può riscontrare in bibliografia. Geraci et al. 
(2012) non hanno infatti osservato differenze significative nei valori di pH e N-NH3 con 
l’impiego di oli essenziali e monensin. Tuttavia gli stessi Autori hanno notato che può esistere 
un effetto combinato tra il pH e l’estratto vegetale utilizzato. Nel caso della cinnamaldeide, ad 
esempio, la presenza di un pH ruminale pari a 5.5, quindi piuttosto basso, ha comportato una 
diminuzione della concentrazione di N-NH3 (Geraci et al., 2012). Gli Autori hanno rilevato 
inoltre che lo stesso risultato può essere ottenuto con una miscela di eugenolo e 
cinnamaldeide. 
Anche Hristov et al. (2008) hanno ottenuto lo stesso esito, poiché sia il monensin che 
nessuno dei 40 oli essenziali da loro testati hanno determinato differenze significative nel 
quantitativo di N-NH3. Alcune essenze ricavate dal giglio, dalla magnolia e dall’origano, 
hanno invece determinato una diminuzione del pH ruminale. Il monensin non sembra invece 
avere effetti (Hristov et al., 2008). 
Analogamente, anche nelle prove di Newbold et al. (2004), Spanghero et al. (2008) e 
Tager e Krause (2011), l’impiego di oli essenziali non ha influito né sul pH né sulla 
concentrazione di N-NH3. Lo stesso andamento viene riportato da Chaves et al. (2008), anche 
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se in questo caso l’impiego della cannella e dell’olio d’aglio ha prodotto un aumento 
significativo (P<0.05) dei valori di pH ruminale.  
Benchaar et al. (2006) hanno invece riscontrato un aumento del pH con l’impiego di oli 
essenziali (6.50 vs. 6.39). Nella stessa prova anche il monensin ha mostrato lo stesso effetto. 
L’effetto invece degli oli essenziali e del monensin sull’N-NH3 è in accordo con quanto 
trovato nel presente lavoro.  
Allo stesso modo, e contrariamente a quanto accaduto nella prova di tesi, Castillejos et 
al. (2006) hanno osservato una diminuzione significativa (-14.6%) dell’azoto ammoniacale 
con l’impiego di 500 mg/l di limonene, suggerendo dunque che venga inibita la deaminazione 
degli amminoacidi e di conseguenza anche la produzione di acidi grassi volatili a catena 
ramificata (acido iso-butirrico e iso-valerianico). Gli Autori hanno ottenuto lo stesso effetto 
nella medesima prova anche con l’impiego di 500 mg/l di eugenolo. L’eugenolo ha dato poi 
lo stesso risultato anche nella prova di Busquet et al. (2006), nella quale ha in aggiunta 
significativamente aumentato il pH. 
Alla luce dei risultati riportati in bibliografia, l’aggiunta nella dieta di singole essenze o 
di miscele di oli essenziali, non sembra comportare effetti significativi sui valori di pH e di 
azoto ammoniacale dei liquidi di fermentazione. 
4.4 Effetto degli additivi sulla produzione di AGV 
La produzione totale di AGV è stata altamente influenzata dal trattamento (P<0.001). 
Le quantità prodotte variavano da un minimo di 2.78 mg/l, nel caso del limonene ad alto 
dosaggio, ad un massimo di 3.71 mg/l, nel caso della cinnamaldeide a basso dosaggio. Nel 
controllo la quantità di AGV è stata pari a 3.58 mg/l. 
Il controllo è risultato significativamente diverso dal gruppo “alto dosaggio” (P<0.001), 
mentre nessuna differenza è emersa rispetto al gruppo “basso dosaggio” (P=0.53). 
Dal Grafico 6a si può notare come i trattamenti ad alto dosaggio con limonene e allil-
sulfide hanno inciso notevolmente sulla produzione di AGV totali (rispettivamente P<0.001 e 
P=0.009). 
In tutti gli altri trattamenti, invece, non si è osservato nessun effetto significativo.  
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Grafico 6a. AGV totali nel liquido di fermentazione al termine dell’incubazione, 
espressi in percentuale. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
In particolare, osservando le proporzioni dei singoli AGV, si può notare che l’effetto del 
trattamento è stato significativo per le proporzioni di acetato, propionato, n-
butirrato(P<0.001) e degli altri AGV (P=0.003) prodotti. Inoltre, è risultato statisticamente 
significativo il contrasto tra controllo e gruppo“alto dosaggio” nel caso di acetato, propionato 
(P<0.001 per entrambi) e degli AGV “minori”(n-valerianico, iso-valerianico, caproico, etc…) 
(P=0.011). 
L’effetto dei trattamenti a basso dosaggio non è invece mai stato significativo per tutti 
gli AGV. Inoltre, come osservato per gli altri parametri descritti in precedenza, l’effetto 
dell’eugenolo non è risultato mai significativo, indipendentemente dal dosaggio considerato. 
Dal Grafico 6b emerge che l’allil-sulfide, la cinnamaldeide, il limonene edil monensin 
hanno inciso fortemente sulla proporzione di acetato prodotto (P<0.001 per tutti i trattamenti). 
Rispetto al controllo, in cui la proporzione di acetato è risultata mediamente pari al 60.2%, i 
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quattro trattamenti sopraccitati hanno indotto una riduzione della proporzione di acetato, con 
valori pari al 52.2% per l’allil-sulfide, 57.0% per la cinnamaldeide e il monensin, e 55.0% per 
il limonene. 
Grafico 6b. Percentuale di acetato (sul totale degli AGV prodotti) nel liquido di 
fermentazione al termine dell’incubazione. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
L’alto dosaggio di allil-sulfide, cinnamaldeide, limonene e monensin ha aumentato 
significativamente (P<0.001 per tutti i trattamenti) la produzione di propionato (Grafico 6c). 
Infatti, nel controllo la proporzione di propionato è stata del 18.5%, rispetto al 25.0% 
nel caso del monensin, al 24.2% dell’allil-sulfide, del 22.4 % della cinnamaldeide e del 21.4% 
del limonene. 
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Grafico 6c. Percentuale di propionato (sul totale degli AGV prodotti) nel liquido di 
fermentazione al termine dell’incubazione. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
Nessuna differenza significativa è emersa dal confronto tra gruppo di controllo e “alto 
dosaggio” (P=0.08) nel caso dell’n-butirrato. 
Come si può notare dal grafico riportato di seguito (Grafico 6d), gli effetti più 
significativi sulla produzione di n-butirrato sono stati registrati per l’alto dosaggio di 
limonene e di monensin (P<0.001 per entrambi), e di allil-sulfide (P=0.003). In particolare il 
monensin ad alta dose ha comportato una diminuzione dell’n-butirrato rispetto al controllo 
(12.2 vs. 15.5%), mentre negli altri due trattamenti risultati significativi la produzione è stata 
maggiore rispetto al controllo: per l’allil-sulfide è risultata pari a 17.9 vs. 15.5%, mentre per il 
limonene è risultata pari a 18.5 vs. 15.5%. 
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Grafico 6d. Quantità di n-butirrato nel liquido di fermentazione al termine 
dell’incubazione, espressa in percentuale sul totale degli AGV prodotti. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
Diversamente dagli altri AGV (acetato, propionato e AGV “minori”) l’effetto della dose 
alta di cinnamaldeide per l’n-butirrato non è stato significativa (P=1.00). 
Infine, per quanto riguarda la proporzione degli altri AGV considerati (acidi iso-
butirrico, iso-valerianico ed n-valerianico), come si può vedere dal Grafico 6e, che segue, 
solamente l’effetto della cinnamaldeide nell’alto dosaggio ha influenzato la produzione degli 
AGV considerati (P=0.009). 
Negli altri casi nessun additivo ha avuto un effetto significativo, indipendentemente dal 
dosaggio. 
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Grafico 6e. Quantità di altri AGV (acidi iso-butirrico, iso-valerianico ed n-valerianico) 
presente nel liquido di fermentazione a termine dell’incubazione, espressa in percentuale sul 
totale degli AGV prodotti. 
 
Le significatività riportate nel grafico si riferiscono ai confronti tra il controllo ed i singoli 
trattamenti (***= P<0.001; **= P 0.01-0.001; *= P 0.05-0.01). SEM = standard error of the 
means (errore standard delle medie). 
 
La proporzione totale di acidi iso-butirrico, iso-valerianico ed n-valerianico è stata del 
5.78% nel controllo e, nel caso del trattamento con cinnamaldeide ad alta dose, si è riscontrata 
una diminuzione. La quantità rilevata è risultata pari al 5.03% degli AGV totali prodotti. 
Per quanto riguarda la produzione di AGV, ai fini della riduzione della metanogenesi, 
l’effetto degli oli essenziali viene considerato positivo quando si riduce il rapporto tra acetato 
e propionato, ma non la produzione totale di AGV (Castillejos et al., 2008; Spanghero et al., 
2008). 
Dai dati ottenuti si può facilmente notare che se la degradabilità aumenta, anche la 
produzione totale di AGV è maggiore rispetto al controllo ed è accompagnata ad un aumento 
della proporzione di acetato. Questo comporta inoltre una crescita del rapporto tra acido 
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acetico e propionico, sfavorevole per la produzione di gas e metano, in quanto ne causa un 
incremento. 
Nei casi in cui il trattamento ha ridotto il rapporto acetato:propionato (l’alto dosaggio di 
allil-sulfide, cinnamaldeide, limonene e monensin) si è riscontrata infatti una diminuzione del 
metano e del gas totale, suggerendo dunque l’importanza dell’aumento della formazione di 
propionato a scapito dell’acetato come metodo per contenere le emissioni di metano. 
Gli additivi considerati in questa prova, ad eccezione dell’allil-sulfide e del limonene ad 
alte dosi, non hanno alterato significativamente la produzione totale di AGV, analogamente a 
quanto riportato in letteratura (Newbold et al., 2004; Chaves et al., 2008). La diminuzione 
causata dall’allil-sulfide e dal limonene ad alto dosaggio può essere attribuita al loro noto 
effetto antimicrobico e dunque alla depressione dell’attività dei microrganismi ruminali, con 
un conseguente calo della digeribilità della dieta (Chaves et al., 2008). 
L’effetto degli oli essenziali sulla produzione totale di AGV non è tuttavia chiaro e 
sembra essere influenzato dal dosaggio impiegato, come peraltro osservato anche nel presente 
lavoro di tesi. A tal proposito, Castillejos et al. (2005), con l’utilizzo di 1.5 mg/l di una 
miscela costituita da timolo, limonene e guaiacolo, hanno riportato un incremento della 
quantità totale di AGV, senza una significativa modificazione nelle proporzioni tra i diversi 
AGV prodotti.  
Osservando i risultati ottenuti, emerge una evidente variazione nelle proporzioni tra i 
singoli AGV. L’alto dosaggio di allil-sulfide, cinnamaldeide, limonene e monensin, infatti, ha 
causato una diminuzione dell’acetato a favore del propionato, rispetto al gruppo di controllo. 
Questo risultato è in accordo con quanto si riscontra in letteratura. Calsamiglia et al. (2007) 
hanno confermato una diminuzione del rapporto acetico:propionico nel caso della 
cinnamaldeide e dei diversi componenti dell’aglio, suggerendo un effetto di questi composti 
sulla modificazione delle fermentazioni microbiche ruminali. Contrariamente, però, Hristov et 
al. (2008), non ha riscontrato una variazione della proporzione di acetato con l’utilizzo di olio 
di cannella. 
Busquet et al. (2006) hanno inoltre confermato che a dosi di 30 e 300 mg/l, l’olio di 
aglio riduce la proporzione di acetato e aumenta il propionato. Gli stessi Autori hanno poi 
osservato che l’eugenolo alle stesse dosi, non risultava avere effetti significativi sulla 
proporzione di acido acetico e propionico. Nello specifico, l’effetto dell’eugenolo sulla 
produzione di AGV sembra essere molto variabile (Calsamiglia et al., 2007). 
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Gli effetti del monensin sono invece ben noti. Prove condotte sia in vivo che in vitro 
hanno dimostrato che l’impiego di monensin comporta un incremento o un mantenimento del 
quantitativo di AGV prodotti, con una tendenza ad aumentare la proporzione di propionato e 
n-butirrato ed un conseguente miglioramento dell’efficienza dell’animale (Phipps et al., 2000; 
Castillejos et al., 2005). Questo tipico effetto del monensin è stato riscontrato anche da Meyer 
et al. (2009), nella cui prova la quantità totale di AGV non è variata, ma si sono modificate 
invece le proporzioni tra acetato e propionato, a favore di quest’ultimo. 
In questa prova, infine, l’effetto dell’eugenolo sulla produzione di AGV non è mai 
risultato significativo. Castillejos et al. (2008) riportano infatti che l’effetto dell’eugenolo può 
essere molto variabile: in alcuni casi l’olio di foglie di chiodi di garofano (dose di 300 mg/l di 
liquido di fermentazione) può ridurre la produzione totale di AGV, di acetato, di N-NH3 ed 
aumentare il butirrato; in altri casi l’eugenolo (dose di 500 mg/l di liquido di fermentazione) 
può ridurre il propionato prodotto e l’N-NH3, aumentando invece i valori di pH e la 
produzione totale di AGV. Questo suggerisce che l’effetto che si ottiene può essere differente 
a seconda che si usi la singola essenza o l’olio (miscela) in cui sono presenti anche altri 
composti che possono presentare effetti associativi o antagonisti, che si differenziano dagli 
effetti osservabili quando le componenti vengono invece aggiunte singolarmente al substrato 
alimentare. 
4.5 Effetto degli additivi su alcuni parametri ruminali 
Alla luce dei risultati ottenuti in questa prova di tesi possono essere fatte alcune 
considerazioni generali sugli additivi impiegati, soprattutto nel caso dell’alto dosaggio, 
essendo l’unico risultato statisticamente significativo sui parametri considerati. 
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L’allil-sulfide ad alto dosaggio, come si può osservare dal Grafico 7a, di seguito 
riportato, rispetto al controllo, non ha alterato la degradabilità “vera” della sostanza secca 
(TDMd g/kg SS) ma ha tuttavia diminuito in modo consistente il gas totale prodotto(-14.3%) 
e il metano (-31.5%) (entrambi in ml/g TDMd). 
Grafico 7a. Variazione percentuale dei parametri rilevati rispetto al controllo con 
l’impiego di allil-sulfide. 
 
Un altro effetto positivo (ai fini di una riduzione della metanogenesi) è stato l’aumento 
del propionato prodotto (mg/l) (+15.1%) a scapito dell’acetato (mg/l) (-23.8%). Nonostante 
ciò, l’allil-sulfide ha causato anche la diminuzione del 12% degli AGV totali (mg/l), un 
risultato sfavorevole per le performance produttive dell’animale. 
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La cinnamaldeide è stato invece l’additivo che ha dato l’effetto migliore nella prova 
(Grafico 7b). 
Grafico 7b. Variazione percentuale dei parametri rilevati rispetto al controllo con 
l’impiego di cinnamaldeide. 
 
Come si può notare infatti dal Grafico 7b, sia la TDMd (g/kg SS) che la produzione 
totale di AGV non sono diminuite in modo significativo, ma nonostante questo, si è verificata 
una diminuzione del gas totale (ml/g TDMd) e del rapporto acetato: propionato. Come noto, è 
già ricordato in precedenza, la diminuzione del rapporto tra acetico e propionico ha un effetto 
favorevole sulla riduzione delle emissioni di metano, come si può vedere anche in questo 
caso, in cui il metano è stato ridotto del 12.2% rispetto al controllo (Grafico 7b). 
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L’eugenolo ha mostrato effetti molti blandi su tutti i parametri considerati nella 
prova.L’unica eccezione è la degradabilità “vera” della sostanza secca (g/kg SS) che, come 
mostra il Grafico 7c, è stata ridotta, nel caso dell’alto dosaggio, del 3.1% rispetto al controllo. 
L’effetto, seppur significativo, è quantitativamente contenuto e spiega l’assenza di effetti sugli 
altri parametri ruminali.  
Grafico 7c.Variazione percentuale dei parametri rilevati rispetto al controllo con 
l’impiego di eugenolo. 
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Il limonene, così come l’allil-sulfide, ha determinato una consistente riduzione del 
metano in vitro (-34.2%) e del gas totale prodotto (entrambi in ml/g SS), come si può notare 
dal Grafico 7d, che segue. 
Grafico 7d.Variazione percentuale dei parametri rilevati rispetto al controllo con 
l’impiego di limonene. 
 
Il suo impiego ha però dato effetti negativi su parametriimportanti come la TDMd (g/kg 
SS) e la produzione di AGV (mg/l), riducendoli rispettivamente del 14.8% e del 22.4% 
(Grafico 7d). 
Inoltre il limonene ha fortemente inciso sulla produzione di acetato e propionato 
(espressi in mg/l), abbassando in modo considerevole la loro produzione (rispettivamente -
28.9% e -10.7%). 
Questo risultato suggerisce che, a causa della sua forte azione antimicrobica, tutte le 
fermentazioni ruminali vengono interessate e l’additivo agisce anche sui microrganismi 
considerati “utili”. 
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Infine, il monensin ha avuto effetti paragonabili all’allil-sulfide ed al limonene. Come si 
può vedere dal Grafico 7e, che segue, il suo impiego ha ridotto del 18.6%, rispetto al 
controllo, il metano prodotto in vitro (ml/g TDMd), ma contrariamente a questi due additivi 
appena citati, non ha abbassato la quantità di AGV totali(mg/l). Come il limonene poi, ha 
ridotto la degradabilità “vera” della sostanza secca (g/kg SS). Anche in questo caso, inoltre, 
analogamente a quanto accaduto per l’allil-sulfide, sono variate le proporzioni tra acetico (-
14%) e propionico (+22.7%), abbassandone il relativo rapporto. 
Grafico 7e.Variazione percentuale dei parametri rilevati rispetto al controllo con 
l’impiego di monensin. 
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5. Conclusioni 
I cinque additivi impiegati nella prova hanno mostrato una certa potenzialità nella 
riduzione del metano in ambiente ruminale. 
Risultati interessanti sono emersi in particolare per la cinnamaldeide, la quale ha 
ridotto la produzione di metano per g di SS effettivamente degradata, senza influenzare 
negativamente la degradabilità e la produzione totale di AGV. Viceversa, l’allil-sulfide, il 
limonene e il monensin, pur determinando una riduzione notevole della produzione di 
metano in vitro (come nel caso ad esempio del limonene), hanno evidenziato effetti 
negativi o sulla degradabilità (limonene e monensin) o sulla produzione totale di AGV. 
Questi ultimi effetti suggeriscono una depressione generale delle fermentazioni ruminali, 
con attività antimicrobica che ha presumibilmente interessato anche la componente di 
microrganismi “utili” alle fermentazioni. L’eugenolo ha evidenziato effetti molto blandi 
sulle fermentazioni ruminali. 
I risultati della presente prova di tesi sono frutto di analisi in vitro e dovranno trovare 
necessaria conferma mediante apposite prove condotte direttamente sugli animali (in vivo). 
Andranno inoltre studiati gli aspetti riguardanti: 
 il possibile trasferimento di odori nel latte, dovuto alla presenza di questi 
composti nella razione;  
 la persistenza dell’effetto, in quanto non è escluso che i microrganismi 
ruminali possano mettere in atto meccanismi di adattamento che annullino 
di fatto l’effetto degli additivi; 
 l’appetibilità di alcuni di questi composti, che potrebbero risultare sgraditi 
agli animali  
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